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RESUMO: O género Cecropia é conhecido popularmente por “embauba” e apresenta varias
espécies medicinais, sendo que estudos com a espécie C. glaziovii Sneth indicam que o extrato
aquoso apresenta efeitos broncodilatador, anti-hipertensivo e antidepressivo, provavelmente,
atribuidos as catequinas, procianidinas e flavonoides. O presente estudo objetivou avaliar os
potenciais efeitos toxico, citotoxicos, clastogénicos e aneugénicos do extrato bruto hidroalcodlico
de folhas de C. glaziovii, por meio da dose letal meédia (DL, ), da andlise de micronticleo em células
de medula dssea de roedores e do teste com Allium cepa e realizar a prospeccdo fitoquimica. Os
resultados demonstraram que as concentragdes testadas ndo causaram toxicidade aguda, nem
apresentaram atividade clastogénica e aneugénica, sugerindo que o extrato de C. glaziovii nao
interferem na divisao celular. A prospeccao fitoquimica indicou a presenga de taninos, flavondides,
fenodis, antraquinonas, cumarinas, catequinas, proteinas, agiicares redutores, depsideos/depsidonas
e triterpenos. Mesmo assim, esses resultados ndo prescrevem o consumo terapéutico da espécie,
sem continuidade da sua avaliagdo e do cumprimento de todas as etapas pré-clinicas e clinicas.

Unitermos: Cecropia glaziovii, Cecropiaceae, mutagénese, micronucleos, planta medicinal.

ABSTRACT: “Evaluation of mutagenic effect of crude hydroalchoolic extract, using in
vivo alive bioassays and phytochemical screening of Cecropia glaziovii Sneth (embaiiba),
Cecropiaceae”. The genus Cecropia is as known popularly “embauba” and presents several
medical species. Studies with the species C. glaziovii Sneth indicates that the hydroalchoolic
extracts presents bronchodilator, anti-hypertensive and antidepressive effects, probably due its
contests catechins, procyanidins and flavonoids. The aim of this study was to assess the potential
toxic, cytotoxic, clastogenic and aneugenic effects of the crude hydroalchoolic extract of leaves
of C. glaziovii, by means of the determination of the median lethal dose (LD,), the analysis of
micronucleus in cells from bone marrow of rodents and through the Allium cepa assay, and also to
performe the phytochemical screening. The results showed that at the concentrations tested no cause
acute toxicity, as well as no clastogenic and aneugenic activity, was observed suggesting that the
extract of C. glaziovii do not interfere in cell division. The phytochemical screening indicated the
presence of tannins, flavonoids, phenols, anthraquinones, coumarins, catechins, proteins, reducing
sugars, depsides, depsidons and triterpenes. Howerver, these results do not prescribe therapeutic
consumption of the species, without keeping its evaluation and the achievement of all pre-clinical
and clinical stages.

Keywords: Cecropia glaziovii, Cecropiaceae, mutagenicity, micronucleus, medicinal plant.
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INTRODUCAO

A familia Cecropiaceae ¢ composta por espécies
utilizadas para fins medicinais, distribuidas em seis
géneros, sendo Cecropia o mais importante. Este género
¢ conhecido popularmente por embatba e formado por
75 espécies tropicais encontradas ao redor de florestas
densas, lagos e areas devastadas (Tanae et al., 2007). No
Brasil, a espécie Cecropia hololeuca Miq. esta presente
entre as plantas medicinais da lista oficial da Farmacopéia
(Brandao et al., 2006; 2008), mas no uso popular a espécie
C. peltata é empregada para casos de tosse, bronquite, asma
e diabetes (D1 Stasi et al., 2002), hipertensao (Lans, 2006)
e diabetes (Agra et al., 2007; 2008), C. pachystachya usada
em casos de problemas de coragdo (Nunes et al., 2003),
C. obtusifolia para controle de diabetes tipo 2 (Andrade-
Cetto & Wiedenfeld, 2001; Herrera-Arellano et al., 2004)
e anti-inflamatdria para casos de reumatismo comprovada
em estudo farmacolégico (Perez-Guerrero et al., 2001).

Alguns estudos farmacoldgicos desenvolvidos
no Brasil foram realizados com a espécie C. glaziovii
Sneth, indicando que o extrato aquoso apresentou efeito
broncodilatador (Delarcina Junior et al., 2007), anti-
hipertensivo (Lima-Landman et al., 2007) e antidepressivo
(Rocha et al.,, 2007a), provavelmente atribuidos aos
compostos majoritarios catequinas, procianidinas e
flavondides presentes nesse extrato (Tanae et al., 2007).
Estesdoistultimos compostostambém foramosresponsaveis
por comprovar a agdo anti-hipertensiva dessa espécie em
estudo de Luengas-Caicedo (2002), desenvolvido com
animais ¢ humanos. Andrade-Cetto & Wiedenfeld (2001)
identificaram a presenga da flavona isoorientina e acido
clorogénico como provaveis compostos envolvidos no
efeito hipoglicemiante de C. obtusifolia.

Dentre os testes de avaliacdo toxicologica
preconizados pelas agéncias internacionais e instituicdes
governamentais, o ensaio de micronticleos em ratos in vivo
¢ amplamente recomendado para avaliagdo e registro de
novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram no
mercado mundial, sendo util como um estudo toxicoldgico
preliminar (Ribeiro et al., 2003; Vasconcelos et al., 2007;
Ruiz et al., 2008; Tagliati et al., 2008; Paulo et al., 2009),
uma vez que os resultados produzidos sdo considerados
fortemente relevantes no contexto humano (Morita et al.,
1997). Outro teste que se destaca ¢ o teste com cebola
(Allium cepa), uma vez que suas raizes ficam em contato
direto com a substancia testada, permitindo a avaliacao de
concentragdes diferentes. As alteracdes cromossomicas e
as da divisdo das células meristematicas da raiz de cebola
sdo freqiientemente usadas para alertar a populacdo sobre
o consumo do fitoterapico (Bagatini et al., 2007; Macédo
et al., 2008).

Quatro triterpendides (acido euscafico, acido
torméntico, 4acido 2a- e 2B-acetil-torméntico) foram
isolados de raizes de C. lyratiloba e avaliada a sua
citotoxicidade em linhagens de células leucémicas,
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revelando o potencial desses terpendides como fontes
para o desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas
usadas na quimioterapia (Rocha et al., 2007b). Entretanto,
ndo ha estudos citotdoxicos preliminar e fitoquimico de
C. glaziovii que assegurem o uso popular dessa espécie
como medicinal, importantes para fornecer dados para
uma possivel produgdo de fitoterapicos que contenham
componentes dessa espécie de embatba.

Os objetivos desse trabalho foram avaliar os
potenciais efeitos toxico, citotoxicos, clastogénicos
e aneugénicos da administracdo do extrato bruto
hidroalcodlico 70% (EBH) de folhas de Cecropia glaziovii
Sneth, por meio da dose letal média (DL, ), da analise de
micronucleo em células de medula éssea de roedores e do
teste com Allium cepa e realizar prospecgdo fitoquimica
dessa espécie.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

Galhos das plantas de Cecropia glaziovii Sneth
foram coletados no Horto Florestal Arthur Dias Martins da
Prefeitura de Vitdria, Estado do Espirito Santo, Brasil. A
espécie foi identificada pela Prof* Dr* Luciana Dias Thomaz
(Universidade Federal do Espirito Santo) ¢ encontra-se
registrada no Herbario VIES (UFES) sob o niimero 7547.
As amostras foram retiradas do mesmo individuo e coletas
no periodo da manha apds a evaporagdo do orvalho, em
dias ensolarados.

Animais

Os animais utilizados nestes experimentos
foram obtidos no biotério do Programa de Pés-graduagao
em Ciéncias Fisiologicas da UFES e mantidos com
alimentag@o ad libitum em local com temperatura e ciclo
noite-dia controlados.

Obtencao do extrato bruto hidroalcoolico

As folhas de Cecropia glaziovii foram secas
em estufa a temperatura de 40 °C ¢ posteriormente
pulverizadas em moedor elétrico. O EBH foi obtido pela
maceracdo de 60 g do po6 da planta em 700 mL de etanol
70%, a temperatura ambiente por 72 h. Apos esse periodo, o
macerado foi filtrado e submetido a evaporacdo em pressao
reduzida e temperatura de 60 °C, em evaporador rotativo
(Tecnal, modelo TE-210). O teor extrativo foi determinado
pela massa seca de 1 g do EBH. Para realizacdo dos
experimentos, o EBH foi diluido em solugao salina (0,9
% de NaCl) quando do tratamento de roedores, e em agua
destilada no tratamento de Allium cepa.
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Estabelecimento da Dose Letal Média (DL, )

Para estabelecimento da Dose Letal Média (DL, )
foram usados camundongos (30-50 g), divididos em grupos
experimentais (n=10) e tratados com o EBH (300, 600 ¢ 900
mg/kg) e com o controle negativo (solugdo salina 0,9%),
via intraperitoneal (v.i.), em delineamento inteiramente
casualizado. Os animais foram observados por periodos de
24 e 48 h, contando-se o nimero de obitos.

Testes para analise de mutagenicidade
Teste do micronucleo em medula ossea de roedores

Ratos (linhagem Wistar) machos adultos (idade
entre 7 e 12 semanas) foram separados em diferentes
grupos experimentais, sendo eles: o grupo controle
positivo (n=5), tratado com ciclofosfamida a 20 mg/kg
(vi.), o grupo controle negativo (n=5), tratado com soro
fisiologico 0,9%, e os grupos tratados com a fracdo aquosa
do EBH nas concentragdes de 300 mg/mL (n=5) e de
500 mg/mL (n=5), ambos por gavage.Os animais foram
sacrificados apo6s 24 h por concussdo cervical e amostras
de medula 6ssea foram coletadas dos fémures, logo ap6s o
sacrificio. A confec¢@o das laminas foi realizada seguindo-
se a metodologia proposta por Ribeiro et al. (2003),
considerando-se os eritrocitos normocromaticos (NCE), os
policromaticos (PCE) e os policromdticos micronucleados
(MNPCE), segundo metodologia de MacGregor et al.
(1987).

Teste em Allium cepa

Para a avaliagdo dos efeitos toxicos, citotdoxicos
e genotoxicos, sementes de Allium cepa (cebola) foram
submetidas a germinacao em diferentes concentragdes do
EBH de folhas de Cecropia glaziovii. No controle negativo,
as sementes foram submetidas a germina¢do em agua
destilada. Foram realizados os tratamentos continuo, em
que as sementes foram germinadas diretamente no EBH
(0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL, 3,0 mg/mL e 5,0 mg/
mL) e descontinuo, em que as sementes foram inicialmente
germinadas em dgua destilada até as raizes atingirem dois
centimetros, sendo posteriormente transferidas para o EBH
(1 mg/mL, 3 mg/mL e 5 mg/mL). A coleta das raizes foi
realizada em 20 h (tratamento agudo) e 72 h (tratamento
crénico) e as laminas confeccionadas segundo Fiskejo
(1985) para posterior analise em microscopio Optico
(LEICA DM/LS), considerando-se como parametros os
indices mitdtico (IM), de efeito clastogénico (IEC) e de
efeito aneugénico (IEA) em ambos os tratamentos e indice
de germinacgao (IG) apenas no tratamento continuo.

Prospeccio fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada utilizando-

se aliquotas do EBH para detecgdo dos seguintes grupos de
metabolitos secundarios vegetais: antocianos, depsideos/
depsidonas, fenois, flavonodides, catequinas, taninos,
antraquinonas, proteinas, polissacarideos, saponinas
espumidicas, aglicares redutores, cumarinas, alcaldides ¢
triterpenos/esteroides (Barbosa, 2001).

Analise estatistica

Para o teste de micronticleo em medula 6ssea de
roedores, foi realizada a analise estatistica pelo método
de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia o > 0,05,
expresso como média + erro padrdo médio (EPM). Para o
teste em Allium cepa, analise empregada foi Qui-quadrado
(%), com nivel de significancia o > 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A toxicidade de substancias ou derivados de plantas
representa um dos principais problemas na validagdo de
farmacos, sendo necessaria sua avaliagdo em experimentos pré-
clinicos. Os resultados da DL, sugerem auséncia de toxicidade
aguda do extrato, uma vez que ndo houve mortes de animais, em
nenhuma das doses testadas (300, 600 e 900 mg/kg), durante os
periodos sob avaliagdo (24 ¢ 48 h). Cunha (2006), em estudos
com Cecropia peltata, observou valores de DL, de 2,205 mg/kg
(24 h) e de 1,332 mg/kg (48 h), situagdo que reforca a indicacdo
de baixa toxicidade de espécies do género Cecropia.

O micronucleo ¢ um método utilizado para avaliar a
capacidade de substancias para induzir danos cromossomicos
nas células em diferentes estagios de divisdo na medula 6ssea
(Fenech, 1997), sendo sua freqiiéncia estipulada por meio da
contagem de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE)
e policromaticos normais (PCE) (Tabela 1). A partir da avaliacao
desse resultado, percebe-se que ndo houve diferenca significativa
entre as doses testadas (300 e 500 mg/dia/rato) e o controle
negativo, embora esses resultados tenham sido significativamente
menores que os valores obtidos na administragdo do controle
positivo (ciclofosfamida), indicando que o extrato de C. glaziovii
apresenta baixa genotoxicidade. Desta forma, a avaliacdo da
freqiiéncia de microntcleos em eritrocitos tem sido utilizada
como ferramenta fundamental para a verificagdo da atividade
mutagénica de diversos extratos vegetais (Souza et al., 2000).

Esses resultados assemelham-se aos apresentados por
Souza et al. (2006) que demonstraram em seus estudos com
Caesalpinia ferrea a auséncia de atividade clastogénica em
ratos Wistar, utilizando os mesmos parametros ¢ também aos
apresentados com infusdes de Achillea millefolium, Psidium
guajava (Teixeira et al., 2003), Maytenus ilicifolia e Bauhinia
candicans (Camparoto et al., 2002). Mesmo considerando-se
que alguns extratos vegetais contenham metabolitos secundarios
genotoxicos, os mecanismos envolvidos que explicam a
clastogenicidade e/ou interagdo desses compostos com o DNA
ndo estdo totalmente elucidados (Fagundes et al., 2005).

A andlise do indice de citotoxicidade, obtido pela
relagdo entre o nimero de PCE com o nimero total de eritrdcitos
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contados (PCE+NCE) (Figura 1), indica que a administragdo do
EBH de C. glaziovii, nas doses testadas, ndo determinou efeito
citotoxico, visto que a porcentagem de PCE em relagdo ao total
nao foi significativamente diferente dos valores encontrados no
controle negativo. Tais resultados sdo comparaveis aos relatados
por Esposito et al. (2005) que avaliaram o efeito toxico de
Hypericum brasiliense.

Os possiveis
clastogénicos de Cecropia glaziovii, em células meristematicas

efeitos citotoxicos, aneugénicos e
de raiz de Allium cepa foram avaliados em tratamentos continuo
e descontinuo em diferentes tempos (20 e 72 h) posteriores
a germinagdo (Tabela 2). Analisando-se os resultados desses
tratamentos, verifica-se que os indices mitdtico (IM) e de
germinagdo (IG) ndo apresentaram diferencas significativas,
comparadas aos grupos controle, sugerindo que o extrato de
C. glaziovii ndo interfere na divisdo celular. Além disso, pelos
indices de efeitos ancugénicos (IEA) e clastogénicos (IEC)
(Tabela 2), observa-se que o extrato administrado ndo apresenta
potenciais aneugénico e clastogénico significativos, pois nao
aumentou os indices de alteragdes das células & medida que as
concentragdes extrato aumentavam. Tais resultados refletem a
situagdo observada nos dados de obtidos nos experimentos de
micronucleos em roedores, assim como o observado em infusoes
de Achillea millefolium e Psidium guajava (Teixeira et al.,
2003).

Souza (2005), ao analisar a fitotoxicidade de extrato
aquoso de diferentes plantas medicinais, afirma que sementes de
cebola podem se utilizadas para monitorar a atividade citotoxica
e genotoxica de compostos derivados de cumarinas, taninos e
terpenos, substancias essas presente em grande quantidade em
guaco (Mikania glomerata Spreng), espinhiera-santa (Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reiss), acoita-cavalo (Luehea divaricata Mart.
et. Zucc) e salvia (Lippia alba Mill. NE), assim como em C.

glaziovii.

Em C. glaziovii, as analises fitoquimicas realizadas com
o EBH de folhas comprovam presenca de taninos, flavonoides,
fendis, antraquinonas, cumarinas, catequinas, proteinas, agucares
redutores, depsideos/depsidonas e triterpenos, corroborando
com os resultados de Tanae et al. (2007) com C. glaziovii e de
Rocha et al. (2007b) com C. lyratiloba. A auséncia de compostos
como os alcaldides, principalmente os pirrolizidinicos, pode
ser uma explica¢@o para auséncia de efeitos toxicos do EBH de
Cecropia, uma vez que esses metabolitos sdo responsaveis pela
hepatotoxicidade de algumas espécies medicinais, como confrei
(Symphytum officinalis) (Elvin- Lewis, 2001; Rates, 2001).

As andlises fitoquimicas comprovaram a presenca
de taninos e flavondides, provaveis responsaveis pela auséncia
de efeitos citotoxicos e clastogénicos em Maytenus ilicifolia e
Bauhinia candicans (Camparoto et al., 2002), assim como 0s
resultados obtidos na espécie em estudo. Diferentemente, os
taninos foram os provaveis inibidores da divisdo celular em
células meristematicas de cebola quando submetidas As infusdes
de Psidium guajava e Achillea millefolium (Teixeira et al., 2003)
e de Achyrocline satureioides (Fachinetto et al., 2007).

Os resultados obtidos a partir da analise realizada por
meio de diferentes bioensaios realizados sugerem que o extrato
de Cecropia glaziovii apresenta baixos niveis de toxicidade
aguda (DL, ), genotoxicidade e citotoxicidade. Mesmo assim,
esses resultados ndo prescrevem o consumo terapéutico da
espécie, sem continuidade da sua avaliagdo e do cumprimento
de todas as etapas pré-clinicas e clinicas, por meio de diferentes
experimentos cronicos e de testes com doses e concentragdes
maiores. Além disso, estudos mais especificos para a identificagao
¢ isolamento de constituintes quimicos, como os flavondides e
terpendides semelhantemente ao realizado com C. lyratiloba,
podem contribuir para a validagdo de fitoterapicos.

Tabela 1. Namero médio de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) observados em células de medula dssea de ratos

Wistar tratados com extrato de Cecropia glaziovii e respectivos controles CN - solugdo salina 0,9% e CP - ciclofosfamida 20 mg/kg.

Tratamentos | Numero de ratos tratados | Numero de células contadas | Numero total de | MNPCE (média + EPM)
micronticleos
CN 5 10.000 1 02+0,2
300mg/dia/rato 5 10.000 10 1,67 £0,62
500mg/dia/rato 5 10.000 6 1£0.29
CP 5 10.000 96 19.2% +£1.02

* Diferenca significativa em relag@o ao controle negativo (p< 0,01).

Tabela 2. Indices mitético (IM), de efeito aneugénico (IEA) e de efeito clastogénico (IEC) das sementes de Allium cepa em resposta
aos tratamentos continuo (TC) e descontinuo (TD 20 h e 72 h, exceto o indice de germinac¢ao-1G) com o extrato bruto hidroalcodlico

de folhas de Cecropia glaziovii.

IM IEA IEC IG

TC TD20h TD 72h TC TD20h TD 72h TC TD20h TD 72h TC

CN 12,653 13,378 10,236 0,248 0,272 0,076 0,115 0,272 0,152 74,0
0,5mg/mL 14,811 - - 0,152 - - 0,247 - - 88,3
1 mg/mL 13,266 11,678 7,608 0,174 0,124 0,176 0,096 0,266 0,176 83,3
1,5mg/mL 14,378 - - 0,246 - - 0,208 - - 88,3
3,0mg/mL 12,742 10,128 8,652 0,271 0,037 0,131 0,416 0,185 0,113 77,1
5,0mg/mL 16,905 10,163 6,976 0,384 0,038 0,000 0,421 0,077 0,019 73,8
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Figura 1. Valores percentuais médios de PCE/(NCE+PCE)
em resposta ao tratamento com o extrato hidroalcodlico
bruto de folhas de Cecropia glaziovii, nas doses de 300 e
500 mg/dia/rato e controles negativo (CN) e positivo (CP).
(* Diferenga significativa em relacdo ao controle negativo;
p <0,05).
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