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Resumo: o Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) é uma planta medicinal encontrada no bioma Cerrado e apresen-
ta importantes atividades farmacoldgicas tais como: anti-inflamatodria, analgésica e cicatrizante. Neste estudo, o objetivo
foi investigar a atividade genotoxica e antigenotoxica da solugdo aquosa do barbatimdo (SAB). Foi realizado o teste do
micronucleo em medula 6ssea de 20 camundongos. Para obtengdo da SAB foram utilizadas 30g da casca triturada em
um litro de 4gua, com uma concentragio final de 30mg/mL. Os resultados demonstraram que a dose de 30 mg.ml"! peso
corporal da SAB apresentou diferenca (p<0,05) na frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados em compa-
racdo com o grupo controle negativo, evidenciando uma atividade genotdxica desta solugdo. No entanto, estes dados ndo
sdo0 concludentes, sendo necessarios outros experimentos para esclarecer os reais mecanismos de agdo do barbatimao,
juntamente com seus principios ativos, a fim de que seu uso seguro seja estabelecido.
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Abstract: barbatimao (Stryphnodendron adstringens) is a medicinal plant found in the Cerrado biome and has import-
ant pharmacological activities such as: anti-inflammatory, analgesic and cicatrizant. In this study, the objective was to
investigate the genotoxic and antigenotoxic activity of barbatimao aqueous solution (SAB). The micronucleus test was
performed in bone marrow of 20 mice. To obtain SAB, 30 g of crushed bark were used in one liter of water, with a final
concentration of 30 mg / mL. The results showed that the dose of 30 mg.ml! body weight of SAB showed a difference
(»<0,05) in the frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes compared to the negative control group, evi-
dencing a genotoxic activity of this solution. However, these data are not conclusive, and other experiments are needed
to clarify the real mechanisms of action of barbatiméo, along with its active principles, so that its safe use is established.
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INTRODUGAO

As plantas medicinais apresentam varias subs-
tancias descritas na literatura como mutagénicas e
carcinogénicas. Dentre elas estdo as hidrazinas, flavo-
noides, furocumarinas, quinonas, alcaldides de pirro-
lozidina, glicosideos cardiotonicos e teobrominas'~.
Entretanto, algumas substancias, como os alcaloides,
apesar de sua conhecida genotoxicidade, apresentam
alto potencial farmacologico através de atividades an-
timicrobiana, antiplasmodial e antitumoral®.

A principal porta de entrada de agentes mutagé-
nicos para as substancias originadas das plantas medi-
cinais ¢ por via oral, através de chas, infusdes e outros
preparados. Varios testes sdo realizados para prevenir
o efeito adverso em plantas medicinais pela triagem de
seu potencial genotoxico. Sdo eles testes rapidos, reali-
zados especialmente com bactérias, drosoéfila, camun-
dongos (teste de micronticleo) e cultura de células®.

O teste do microntcleo ¢ abundantemente utili-
zado pra o acompanhamento de danos genotoxicos em
populagdes expostas a substancias mutagénicas e car-
ginogénicas. A frequéncia de Micronucleos (MN) ana-
lisada em um determinado momento pode ser apontada
complexa entre a atividade genotoxica e a eficiéncia do
mecanismo fisioldgico de defesa do organismo teste>®.

Considerando, portanto, o amplo uso das plan-
tas medicinais pela populagdo, ressalta-se que a maio-
ria dessas substancias vegetais ainda ndo foi estudada
no que se refere ao potencial citotoxico e genotdxico,
sendo de grande importancia que estudos relativos a
estas propriedades sejam conduzidos minimizando ris-
cos e garantindo seguranga’.

Dentre os inimeros vegetais com atividade
biologica, destaca-se o barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens), o qual possui amplo uso popular no tra-
tamento da leucorreia, diarreia, hemorragia, hemorroi-
da, cicatrizacdo de feridas, conjuntivite, inflamagdo da
garganta e Ulcera gastrica®'?. As folhas, cascas e raizes
sao comumente utilizadas para formulacdo de extra-
tos®- Além disso, o barbatimdo também ¢ aplicado no
curtimento de couro, na fabricacdo de tintas, na induis-
tria madeireira e como planta ornamental.

Diante disso, este estudo foi desenhado com
0 objetivo de avaliar as atividades genotoxica e
antigenotoxica da solugdo aquosa da casca do bar-

batimdo, pelo tratamento simultaneo do extrato da

planta e de composto Mitomicina C (MMC), utili-
zando-se o teste do micronucleo em medula O6ssea de

camundongos.
MATERIAL E METODOS
1. Soluciio aquosa da casca do barbatimao (SAB)

A casca de Barbatimao (Stryphnodendron ads-
tringens) foi adquirida na cidade de Goidnia-GO, no
Império das Raizes, Av. Tocantins, n° 840, Setor Cen-
tral, lote: 22112, data de fracionamento: 12/2013, va-
lidade: 12 meses. A solu¢do aquosa de barbatimao foi
preparada no Laboratério de Estudos Experimentais
e Biotecnologicos-MCAS-PUC-Goias, sendo 30g da
casca triturada diluida em 1 litro de agua (concentragdo
final: 30mg mL").

2. Animais da experimentacio

Para o teste do micronucleo foram utilizados 20
camundongos higidos, oriundos do biotério da Pontifi-
cia Universidade Catélica de Goids, apresentando peso
corporeo entre de 25,0 + 2,5 g e faixa etaria entre 50 ¢
70 dias. Os animais foram alojados em gaiolas indivi-
duais de polipropileno, com piso sélido, forradas com
maravalha esterilizada, conforme padrdes internacio-
nais. Os animais foram acomodados em ambiente com
temperatura média de 242°C e umidade relativa de
555%; com ciclo de claro-escuro de 12 horas e tiveram
agua e alimentacdo ad libitum. Foi utilizada a mitomi-
cina C (MMC) como controle positivo. O experimento
deu-se inicio apos aprovagdo pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universida-

de Catolica de Goias, protocolo n® 003-1.
3. Controles e reagentes (Teste do microniicleo)

e Soro fetal bovino de Laborclin Produtos para Labo-
ratorios.

e Corante para células hematologicas segundo
Leishman (eosina, azul de metileno), preparados
no LAS-CBB.

e Controle positivo - Mitomicina C (MMC), Bristol-
-Myers Squibb, 5mg, Lote no 360.170.2, fabrica-
¢do: 26/03/2013, validade: 28/02/2015.

e Controle negativo - Agua destilada estéril;
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4. Procedimento Experimental

Os camundongos foram divididos em grupos
de cinco animais e tratados em dose unica, via intra-
peritoneal (i.p.), com solu¢do aquosa de barbatimao
na concentragdo de 30 mg.ml'. Os animais do grupo
controle negativo foram tratados com agua destilada
estéril, enquanto que o grupo controle positivo recebeu
mitomicina C - MMC (4 mg.kg!). Para a avalia¢do da
antigenotoxicidade, foram administradas via i.p. as do-
ses de 30 mg.ml"! de solugio aquosa de barbatimdo em
concomitancia com a MMC (4 mg.kg-1)'".

Decorridas 24 horas apds os tratamentos, to-
dos os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e os fémures retirados. As epifises do fémur
foram cortadas e a medula dssea lavada com 1 ml de
soro fetal bovino. Ap6s homogeneizagdo da medula
no soro, esta foi centrifugada a 300 x g durante 5 mi-
nutos. O sobrenadante foi parcialmente descartado. O
precipitado de células foi homogeneizado e uma gota
de suspensdo celular foi transferida para a lamina de
vidro onde foi confeccionado o esfregago celular. Apos
secagem das laminas, estas foram fixadas em metanol
absoluto durante 5 minutos e coradas em solugdo co-
rante de Leishman, por um periodo de 15 minutos'2.

Apos este periodo, as laminas foram lavadas
em agua corrente e deixadas secar em temperatura am-
biente. As contagens dos esfregacos foram realizadas
pelo procedimento “duplo-cego”, utilizando microsco-
pio de luz comum Nikon, com a finalidade de se de-
tectar possiveis alteragdes e/ou perdas cromossdmicas
(micronucleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC)
da medula 6ssea dos animais submetidos aos diferen-

tes tratamentos.

As células foram visualizadas em objetiva de
imersdo (100x) e ocular (10x), usando duas laminas
para cada animal, avaliando-se 1000 EPC por lamina.
Foi utilizada a média de duas laminas como resultados.
Para a avaliagdo da citotoxicidade, foram contados até
1.000 eritrécitos normocromaticos (ENC), além do
célculo da razdo entre EPC/ENC'"!,

5. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando os
software BioStat, versdo 5.0. As frequéncias de eri-
trocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em
1.000 EPC de cada grupo foram comparadas em rela-
¢do ao grupo controle negativo ou positivo pelo teste
de ANOVA e todos os pares foram comparados pelo
teste de Friedman. Foram considerados significativos

valores de p<0,05.

RESULTADOS

Para a avaliagdo da atividade genotoxica e an-
tigenotoxica da SAB foi realizado o teste de micronu-
cleo na medula 6ssea hematopoiética de camundongos.
Os resultados da frequéncia de MNEPC, média, desvio
padrao e relagdo EPC/ENC para a atividade genotoxica
e antigenotoxica estdo representados nas tabelas 1 e 2,
respectivamente.

Na tabela 1 observa-se que a dose da solucao
aquosa da casca de barbatimao (30 mg.ml"! peso cor-
poral) apresentou diferenca significativa (p<0,05).) na
frequéncia de EPCMN em comparagdo com o grupo
controle negativo. Em relagdo ao grupo controle positi-

vo as diferengas também foram significativas (p<0,05).

Tabela 1. Frequéncia de MNEPC e relagdo entre EPC/ENC apos 24 horas do tratamento com 6leo do pequi e

controles.
Eritrocitos Policromaticos Micronucleados (MNEPC)
Tratamentos Dados Individuais MN /1000EPC % Média + Desvio Padrao Relagdo EPC/ENC
MN/1000 EPC
SAB * 7-5-8-7-8 0,7 7+1,09* 0,77
H,O (CN) ** 2-3-3-5-4 0,34 34+1,01° 0,39°
MMC (CP) *** 19-17-15-17-16 1,68 16,8 £ 1,32 0,57¢

Legenda: **<p>0,05. Todos os resultados (teste e controle negativo) foram comparados com o grupo controle negativo. O valor
de p=<0,05 foi considerado indicativo de significancia. * Solu¢do aquosa de barbatimdo + MMC; ** Controle negativo: agua
destilada; *** Controle Positivo: MMC (4mg. kg™ peso corporal).
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Na tabela 2 observa-se que nao houve uma ati-
vidade antigenotoxica da SAB administrada concomi-
tantemente com dose de mitomicina C. Na compara-

¢do da frequéncia de EPCMN da dose do tratamento de

SAB+MMC em concomitancia com o controle positi-
vo, ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Em re-
lagdo ao grupo controle negativo, as diferengas foram

significativas (p<0,05).

Tabela 2. Frequéncia de MNEPC e relagdo entre EPC/ENC apoés tratamento simultineo com MMC e da solugdo

aquosa do barbatimao.

Eritroécitos policromaticos micronucleados (MNEPC)
fratamentos Dados Individuais MN /1000EPC % Médlia; /?ggzi%: (a:drﬁ“ Relagio EPC/ENC
SAB + MMC * 15-13-10-12-11 1,22 12,2 +1,72¢ 0,617
H,O (CN) ** 2-3-3-5-4 0,34 3,4+ 1,01 0,89°
MMC (CP) *** 19-17-15-17-16 1,68 16,8+ 1,32° 0,57

Legenda: 9p>0,05.> p<0,05. Todos os resultados (teste e controle negativo) foram comparados com o grupo controle positivo.
O valor de p<0,05 foi considerado indicativo de significancia. * Solu¢do aquosa de barbatimao + MMC; ** Controle negativo:
dgua destilada; *** Controle Positivo: MMC (4mg. kg™ peso corporal).

DISCUSSAO

Alguns vegetais podem exercer efeitos toxicos
devido aos diferentes compostos naturais derivados de
seu metabolismo primdario e secundario, os quais sdo
responsaveis pelos efeitos terapéuticos'®. Os orgdos
responsaveis pela entrada de novos fitoterapicos no
mercado, Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitaria) no Brasil ¢ FDA (Food 53 and Drug Adminis-
tration) 6rgdo governamental dos Estados Unidos da
América, sdo responsaveis por testes e estudos crite-
riosos de novos farmacos, exigindo que a normatizagao
de medicamentos fitoterapicos seja valida. Assim, ga-
rante-se a populagdo, comprovagao da eficacia e segu-
ranga do produto derivado de plantas medicinais. Neste
sentido, os ensaios que visam avaliar a toxicidade de
tais principios ativos sdo de grande relevancial®.

A solugdo aquosa de barbatimio apresentou ati-
vidade genotoxica na dose 30 mg ml™' testada, pois foi
encontrada uma significancia (p<0,05) na frequéncia
de EPCMN em relagdo ao grupo controle negativo. Em
relagdo ao grupo controle positivo as diferencas tam-
bém foram significativas (p<0,05). Outro estudo reali-
zado com extrato do barbatimao, detectou por meio de
ensaio MN que este ndo foi possui efeito genotoxico
em células da medula 6ssea de camundongos quando
testados nas doses 750, 1500, 2250 mg/kg!®.

No presente estudo nio foi constatada uma agéo

antigenotdxica, pois a média de micronticleo encontra-

da quando tratados com apenas MMC foi de: 16,8. Ja
quando tratados com a mesma SAB+MMC a media de
micronucleo caiu apenas para: 12,2 ndo apresentando
diferencga significativa (p>0,05). Com relagdo ao gru-
po controle negativo as diferencas foram significativas
(»<0,05).

O extrato do barbatimio quando administrado
na dose de 40mg/kg juntamente com a ciclofosfamida
(farmaco indutor de mutagénese, efeito semelhante ao
da MMC), apresenta atividade antigenotoxica em vir-
tude de uma redugdo no percentual de eritrocitos po-
licroméaticos micronucleados (EPMN) em relagdo ao
controle positivo (ciclofosfamida), sendo estes dados
semelhantes ao controle negativo (dgua destilada)'®.

Os estudos realizados neste trabalho mostraram
que o barbatimao apresentou atividade genotoxica com
um aumento na quantidade de MN pela aplica¢do da
Mitomicina+tbarbatimdo. Ensaios realizados em cultu-
ra de Escherichia coli, por meio de testes in vitro, SOS
cromoteste e SOS-inducteste, demonstram que o extra-
to etanolico da casca de barbatimao nas doses de 0,25;
0,5;1,0; 5,0 e 10 mg/placa ou tubo de cultura, possui
efeito genotoxico. Através da metabolizagdo do ex-
trato etanolico do barbatimao ha uma diminuigao das
atividades genotoxicas e citotoxicas. No entanto, estes
dados ndo sao concludentes, sendo necessarios outros
experimentos para esclarecer os reais mecanismos de
acdo do barbatimao, a fim de melhor concluir seu po-

tencial risco para o consumo humano'’.
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Os dados de um estudo de mutagénese utilizan-
do extrato do barbatimdo (concentragdes de 66%, 75% e
100%) através do teste de mancha da asa de Drosophila
melanogaster, para investigacdo de mutacdo e recombi-
nagdo somatica — SMART demonstraram auséncia de
diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias
pontuais entre os controles ¢ as séries tratadas. Para o teste
de perda de anel X, ndo foram observados aumentos esta-
tisticamente significativos nas perdas do anel, sugerindo
que o extrato da casca do caule do barbatimio nas con-
centragdes citdas ndo apresenta atividade genotdxica em

células somaticas e germinativas de D. melanogaster's.
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