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RESUMO

A Salix alba L. (SA), popularmente conhecida como Salgueiro Branco, é uma planta utilizada
na medicina popular para o tratamento de inflamagdes cronicas e agudas, infecgdes, dores,
febre, entre outros. A caracterizacdo fitoquimica do extrato da casca desta planta revelou que
seu principal componente é a salicina, com uma concentracdo de 4,94 mg/mL, um precursor
do anti-inflamatorio acido acetilsalicilico. Considerando que existem poucos estudos que
avaliam a acao tdxica e citotoxica do extrato da SA, o presente estudo foi elaborado visando
investigar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico da SA em células mononucleares
do sangue periférico humano e de hepatocarcinoma humano HepG2 in vitro, e em diferentes
células de camundongos in vivo, utilizando alguns dos testes tradicionais na area de
mutagénese, como o teste do MTT, o Ensaio do Cometa e o Teste do Microntcleo, bem como
a verificacdo de potencial citotoxicidade por meio de andlises histoldgicas e histoquimicas. Os
testes de viabilidade celular e citotoxicidade (azul de tripan e MTT) permitiram a escolha de 3
concentracdes do extrato da SA para serem analisadas nos ensaios de genotoxicidade in vitro:
5, 50 e 100 pg/mL. Pelo ensaio cometa com as células mononucleares de sangue periférico,
pdde-se observar que as concentracbes de 50 e 100 pg/mL acarretaram um aumento
estatisticamente significativo de danos no DNA, em comparacao ao controle negativo. Ja no
teste do microndcleo, as 3 concentracGes avaliadas (5, 50 e 100 pg/mL) ndo produziram
aumentos significativos de células binucleadas micronucleadas, nem alterac6es no indice de
divisdo nuclear, em comparagdo ao controle negativo, indicando auséncia de efeitos
clastogénico/aneugénico e citoxicidade da SA. Ja nas culturas de células HepG2, expostas as
3 diferentes concentragdes do extrato, ndo foram encontrados efeitos citotdxico, genotoxico e
clastogénico/aneugénico da SA. Nos experimentos in vivo, apds tratamento dos camundongos
durante 7 dias consecutivos (24 horas de intervalo) com as doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg
de SA, o ensaio cometa evidenciou que ndo houve aumento significativo de danos ao DNA
em nenhuma das diferentes células somaticas e germinativas analisadas, em comparacdo ao
controle negativo. O mesmo resultado foi observado no teste do microndcleo, onde nao foi
encontrado um aumento significativo no namero de eritrécitos policromaticos micronucleados
e nem alteracdo na razdo entre eritrocitos policromaticos e normocromaticos, indicando
auséncia de efeitos clastogénico/aneugénico e citoxicidade da substancia teste. Nas células
hepaticas dos camundongos, também ndo foram encontradas alteracdes histologicas e
histoquimicas. Frente as condigdes experimentais, os resultados obtidos permitem concluir
que, o extrato de Salix alba, sem a metabolizacdo por enzimas hepaticas, produziu efeitos
genotoxicos em células mononucleares de sangue periférico humano em cultura. Por outro
lado, o extrato, apds metabolizagdo por enzimas hepéticas das células HepG2 em cultura, e
administrado via oral aos animais, ndo acarretou efeitos citotoxicos e/ou genotdxicos.

Palavras-Chave: Salix alba L. Salgueiro Branco. Ensaio cometa. Teste do micronucleo.



ABSTRACT

Salix alba L. (SA), popularly known as White Willow, is a plant used in folk medicine for the
treatment of chronic and acute inflammations, infections, pains, fever, among others. The
phytochemical characterization of the bark extract of this plant revealed that its main
component is salicin, with a concentration of 4.94 mg/mL, a precursor of the anti-
inflammatory acetylsalicylic acid. Considering that there are few studies evaluating the toxic
and cytotoxic action of SA extract, the present study was designed to investigate the
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of SA bark wood extract in human peripheral
blood mononuclear cells and human hepatoma cell line HepG2 in vitro and in different mouse
cells in vivo using some of the traditional mutagenesis tests such as the MTT test, the Comet
assay and the Micronucleus test, and cytotoxicity in the liver of mice also by histological and
histochemical analysis. Cell viability and cytotoxicity tests (trypan blue and MTT) allowed
the choice of 3 concentrations of the SA extract to be analyzed in the in vitro genotoxicity
assays: 5, 50 and 100 pg/mL. By the comet assay with the peripheral blood mononuclear
cells, it was observed that concentrations of 50 and 100 pg/ml resulted in a statistically
significant increase in DNA damage, as compared to the negative control. In the micronucleus
test, the 3 concentrations evaluated (5, 50 and 100 pg/mL) did not produce significant
increases of micronucleated binucleate cells, as well as alterations in the nuclear division
index, in comparison to the negative control, indicating absence of clastogenic/aneugenic
effects and cytotoxicity of SA. In the cultures of HepG2 cells exposed to the 3 different
concentrations of the extract, no cytotoxic, genotoxic and clastogenic/aneugenic effects of SA
were found. In the in vivo experiments, after treatment of the mice for 7 consecutive days (24
hour intervals) at doses of 500, 1000 and 2000 mg/kg of SA, the comet assay showed that
there was no significant increase of DNA damage in any of the somatic and germ cells
analyzed, compared to the negative control. The same result was observed in the
micronucleus test, where there was no significant increase in the number of micronucleated
polychromatic erythrocytes and no change in the ratio between polychromatic and
normochromatic erythrocytes, indicating absence of clastogenic/aneugenic effects and
cytotoxicity of the test substance. In the hepatic cells of mice, histological and histochemical
changes also were not found. Under the experimental conditions employed in the present
study, the results obtained allow us to conclude that Salix alba bark wood extract, without the
metabolism by hepatic enzymes, produced genotoxic effects in human peripheral blood
mononuclear cells in culture. On the other hand, the extract, after being metabolized by
hepatic enzymes from HepG2 cells in culture, and administered orally to the animals, did not
cause cytotoxic and/or genotoxic effects.

Keywords: Salix alba L. White Willow. Comet assay. Micronucleus test.
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1 INTRODUCAO
1.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinas sdo historicamente utilizadas no tratamento, cura e
prevencdo de diferentes patologias. As propriedades terapéuticas dessas plantas foram
descobertas por meio de observacdo e experimentacdo, e 0 conhecimento sobre sua
utilizacdo foi propagado como parte da cultura popular, apesar de seus constituintes
quimicos serem desconhecidos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; PEREIRA et al.,
2016). Existem relatos do uso de plantas medicinais a milhares de anos, onde o0s
primeiros registros foram encontrados em tabuletas de argila sumérios, que foram
escritos ha cerca de 5000 anos. Nessas tabuletas foram encontradas referéncias de mais
de 250 tipos de plantas utilizadas em 12 receitas para o preparo de drogas. No livro
chinés Pen T'Sao, escrito por volta de 2500 a.C. e no papiro de Ebers, escrito por volta
de 1550 a.C. no Egito, foram descritos o uso de diferentes plantas medicinais, como a
canfora, o ginseng, a casca de canela, a rom4, a cebola, o alho, coentro, o salgueiro,
entre outros, sendo que muitas dessas sdo utilizadas da mesma maneira até hoje
(PETROVSKA, 2012; PEREIRA et al., 2016). O médico e farmacologista do exército
romano, Dioscérides, estudava as plantas medicinais enquanto viajava com o exeército
de Nero. Por volta de 70 d.C., Dioscorides escreveu a obra De Materia Medica, onde
descreveu o efeito terapéutico de 657 medicamentos de origem vegetal, entre eles o
alho, a cebola, a camomila e também o salgueiro, onde esse ultimo era usado como
antipirético. Durante a ldade Média, entre os séculos XVI e XVIII, as plantas
medicinais, além de serem usadas de forma isoladas, passaram a ser utilizadas como
drogas compostas, 0 que incluia o0 uso conjunto de drogas de origem animal e vegetal.
No inicio do século XIX, as substancias quimicas encontradas nas plantas medicinais
comegaram a ser isoladas e identificadas (PETROVSKA, 2012).

Nos paises em desenvolvimento, até 80% da populacdo sdo dependentes das
plantas medicinais nos cuidados basicos da satde, onde aproximadamente um terco dos
medicamentos a base de plantas sdo utilizados no tratamento de feridas. A demanda de
medicamentos de origem natural aumenta a cada dia nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, pois esses sdo considerados seguros, bem tolerados e de baixo custo
guando comparados aos medicamentos sintéticos (QURESHI; KHATOON; AHMED,

2015). O aumento do uso de plantas medicinais como terapia alternativa, também esta
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relacionado as regides com pouco ou nenhum acesso ao atendimento primario a saude,
devido a distancia dos centros de referéncia ou ao alto custo dos medicamentos
alopaticos e dos tratamentos tradicionais (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016).
Apesar do desenvolvimento de novos medicamentos sintéticos, 0 uso de medicamento
de origem natural tem aumentado nas Gltimas duas décadas, sendo que mais de 25% dos
medicamentos usados no mundo derivam direta ou indiretamente das plantas
(HOSTETTMANN; MARSTON, 2002; FARINACCI et al., 2008).

No Brasil, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas, tanto nas regides
mais pobres como nos grandes centros, sendo essas encontradas facilmente em feiras e
mercados populares, além de também serem cultivadas em casa (RATES, 2001;
TRESVENZOL et al., 2006). No comércio, podemos encontrar partes, produtos e
subprodutos de diferentes espécies de plantas medicinais. Essas plantas, na maioria das
vezes, sdo vendidas apenas por seus nomes populares e muitas ndo tiveram seus
principios ativos identificados e avaliados (LIMA; NASCIMENTO; SILVA, 2016).

As plantas medicinais, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
sdo aquelas que apresentam em sua composicdo pelo menos um principio ativo com
propriedades terapéuticas ou que sejam precursoras de medicamento sintético
(CARVALHO, 2015; LIMA; NASCIMENTO; SILVA, 2016) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define os fitoterdpicos como medicamentos originados
exclusivamente de plantas medicinais.

Os medicamentos fitoterapicos devem ser registrados na ANVISA, seguindo as
normas da Resolucédo de Diretoria Colegiada (RDC) nimero 26, de 13 de maio de 2014.
Para o registro ser aprovado, esses medicamentos precisam comprovar sua seguranga e
eficacia através da literatura técnico-cientifica (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016).
Uma planta medicinal possui diferentes substancias e o seus efeitos terapéuticos podem
estar relacionados a uma ou mais dessas substancias. Nesse caso, sdo escolhidos
marcadores, que sdo as substancias que possuem alguma atividade bioldgica, estdo em
maior volume e podem ser quantificadas, para comprovarem seus efeitos terapéuticos,
sua seguranca e eficacia (MANFIO; BRUM JUNIOR, 2017).

No Brasil, 0 mercado de fitoterapicos é economicamente relevante e estd em
crescimento. De acordo com o IMS health/PPP, em 2014 o faturamento desse mercado
foi de R$ 1,1 bilhdo de reais, representando 2,8% do faturamento do mercado total de
medicamentos (MANFIO; BRUM JUNIOR, 2017).
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Em dezembro de 2008, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos foi instituido no Brasil, disponibilizando aos usuarios do Sistema Unico de

Saude (SUS), os fitoterapicos (quadro 1). O governo também disponibilizou uma lista

de medicamentos fitoterapicos que séo disponibilizados a populacdo pelo Relagédo

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), incluindo o extrato da

casca da Salix alba L.(BRASIL, 2008; BRASIL, 2009).

Quadro 1 - Lista de Fitoterapicos distribuidos pelo SUS

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO INDICACAO/USO

Alcachofra Cynara scolymus Acio colagoga e colerética.

Aroeira Schinus terebenthifolius Anti-inflamatéria, antisséptica

Babosa Aloe vera Cicatrizante (queimaduras de
19 e 2° graus).

Cascara Sagrada Rhamnus purshiana Constipagio intestinal

Espinheira-santa

Maytenus ilicifolia

Dispepsias, gastrite e ilcera

gastroduodenal

Garra-do-diabo

Harpagophytum procumbens

Arido anti-inflamatéria

Guaco

Mikania glomerata

Expectorante e

broncodilatador

Horteli-pimenta

Mentha piperita

Antiespasmodica intestinal

Isoflavona-de-soja

Glycine max

Alivio do climatério

Plantago

Plantago ovata

Constipagio intestinal

Salgueiro Branco

Salix alba

Acido anti-inflamatoéria,

analgésica e antitérmica

Unha-de-gato

Unecaria tomentosa

Acio anti-inflamatéria e

imunomoduladora

Vale lembrar que, apesar de fazer parte da tradicdo popular e de muitas vezes

existir a comprovacéo cientifica de seus efeitos benéficos, o uso de plantas medicinais e

fitoterapicas deve ser realizado com cautela, pois existem diversas plantas perigosas e

toxicas para consumo humano, além de existirem poucos ou conflitantes dados
toxicologicos sobre muitas delas (YUNES; CALIXTO, 2001; ZHOU et al., 2004,

SOUZA et al., 2009).
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Podemos citar alguns exemplos de plantas medicinais, que fazem parte dos
fitoterapicos distribuidos pelos SUS e que parecem possuir efeitos citotoxicos. Um
exemplo é a popularmente conhecida como espinheira-santa, a Maytenus ilicifolia. Essa
planta € utilizada na medicina popular no tratamento de gastrite, Ulceras e dispepsia.
Essa planta medicinal possui trabalhos cientificos que comprovam sua acéo terapéutica,
mas também encontramos um trabalho onde o extrato dessa planta nas concentracdes de
500 e 1000 pg/ml demonstrou toxicidade em cultura de hemécias (COLACITE, 2015)..
A Schinus terebinthifolia, conhecida popularmente como aroeira, € utilizada na
medicina popular no tratamento de inflamaces e diarreias, e apesar de possuir trabalhos
cientificos que comprovem sua acao terapéutica, essa também demonstrou toxicidade
em cultura de heméacias nas mesmas concentragdes da espinheira-santa. (DEGASPARI;
WASYCZNSKY; PRADO, 2005). Mais um exemplo é a Aloe vera, conhecida
popularmente como babosa, muito utilizada em preparados farmacéuticos e cosméticos.
E uma planta utilizada popularmente no tratamento de lesGes na pele, no tratamento de
Ulceras e como antiviral. O extrato dessa planta apresentou atividade mutagénica, no
teste de Ames, na concentracdo de 5 mg/placa (PARRA et al., 2000).

Levando em consideracdo que muitas substancias podem provocar ou evitar
danos ao material genético, torna-se de extrema importancia a realizagdo de testes
citogenéticos para identificar os possiveis efeitos mutagénicos e antimutagénicos da
administracdo aguda e crbnica de extratos de plantas, em suas diversas concentragdes, e
avaliar a sua influéncia no genoma dos organismos. Poucos estudos a respeito da agédo
toxica e citotdxica do género Salix sdo encontrados na literatura, e em relacdo a

toxicidade genética, sdo mais escassos ainda.

1.2 Consideracdes gerais sobre plantas do género Salix e a espécie Salix alba L.

Sdo encontradas 150 espécies de Salix no hemisfério ocidental e cerca de 400 em
todo 0 mundo. Estas espécies, que s@o importantes na recomposicdo de areas ciliares
degradadas, possuem tamanhos variados, podendo chegar a ter mais de 30 m de altura e
sdo encontradas principalmente em regides de clima temperado e frio, crescendo em
ambientes Umidos, especialmente ao longo das margens dos corregos e rios. O
salgueiro, como é popularmente conhecido, & uma arvore ornamental nativa da Gré-
Bretanha, regifo central e sul da Europa, Asia e América do Norte. As espécies do

género Salix pertencem a familia Salicaceae, sendo que a diferenciagdo entre as
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especies ¢ dificil de ser realizada devido a alta variabilidade e hibridacdo entre os
géneros. Para a sua diferenciacdo podemos observar algumas caracteristicas, como
habitat, posicdo, forma, margem e pubescéncia da folha, a morfologia bréactea, nimero
de estames, forma e pubescéncia do ovario (SANTOS et al., 2005; KENSTAVICIENE
et al., 2009).

A Salix alba L., conhecida pelo nome popular de salgueiro branco (figura 1), é
uma planta historicamente utilizada para fins terapéuticos, sendo seu uso direcionado
para o tratamento de febre, doencas e infec¢bes de pele, doencas inflamatdrias crénicas
e agudas, como osteoartrite, tendinite, dores em geral, dores lombar, dores em
articulacdes, dores de cabeca, colicas menstruais, gripes, entre outros (AGNOLET et al.,
2012; DRUMMOND et al., 2013; QURESHI et al., 2015; SHARA; STOHS, 2015).
Suas propriedades analgésica, antipiréticas e anti-inflamatérias podem estar
relacionadas a salicina (figura 2), principal componente da Salix alba L. um analogo
precursor do mais amplo medicamento anti-inflamatério utilizado, o 4cido
acetilsalicilico (figura 3) (HEDNER; EVERTS, 1998; SOUZA et al., 2009; SHARA;
STOHS, 2015). Outras substancias também encontradas no extrato da Salix alba L.
podem explicar melhor os efeitos analgésicos e anti-inflamatorios desse extrato, como
os flavondides e taninos (WILLIAMSON, 2001; AGNOLET et al., 2012
DRUMMOND et al., 2013).

Figura 1 - Salgueiro branco e suas folhas

Fonte: QURESHI et al., 2015



25

Figura 2 - Estrutura quimica da Salicina

HO™

Fonte: SHARA,; STOHS, 2015

Figura 3 - Estrutura quimica do Acido Acetilsalicilico

COOH

Q

A

O CHa

Fonte: BARREIRO; BOLZANI, 2009

Os efeitos anti-inflamatorios da Salix alba L. foram avaliados em neutrdfilos de
ovinos, onde o extrato da casca (nas concentragdes entre 2,23 a 60 pg/mL) inibiu a
atividade metabdlica dessas células. O extrato, na concentracdo de 17,77 pg/mL, inibiu
a adesdo de neutrofilos e também diminuiu a producdo de EROs em cultura de
neutrofilos tratada com 55,94 pg/mL, demonstrando que esse extrato possui alta
atividade anti-inflamatéria (FARINACCI et al., 2008). A agdo anti-inflamatoria do
extrato da Salix alba L. também foi observada em cultura de condrocitos de cées, onde
0 extrato inibiu a agdo inflamatoria da citocina IL-1. O extrato da casca, na
concentracdo de 10 ug/mL, também ndo demonstrou efeitos citotoxicos e ndo causou

alteracOes ultraestruturais nessas células (SHAKIBAEI et al., 2012).
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O extrato da casca da Salix purpurea (Proaktiv®), nas concentracdes de 0,1, 1 e
10 pg/mL, exibiu efeito anti-inflamatério em culturas de monacitos ativados, inibindo
TNF-a, COX-2 e NF-xB. Além disso, o extrato induziu a apoptose nos mondcitos
ativados (BONATERRA et al.,, 2010). Em um trabalho seguinte, usando o mesmo
extrato, nas concentracfes de 10 e 50 pg/mL, o efeito anti-inflamatério em cultura de
células endoteliais de microcapilares humanos (HMEC-1) foi demonstrado através de
inibicdo da expressdo da molécula de adesdo ICAM-1 (FREISCHMIDT et al., 2012).

O extrato da casca da Salix alba L., nas concentracdes de 10 e 50 uL, exibiu
atividade anti-inflamatéria em cultura de células de leucemia humana THP-1
(monocitica aguda), diminuindo a producéo de IL-6 e TNF-a (DRUMMOND et al.,
2013).

Pacientes com dor lombar (lombalgia) por mais de 6 meses, foram divididos em
2 grupos, onde um foi tratado com o fitoterapico Assalix® (extrato da Salix contendo
240 mg salicina) e o outro com Rofecoxib, um medicamento anti-inflamatorio sintético
especifico para esse tipo de inflamac&o, por 4 semanas. O tratamento com o fitoterapico
se mostrou tao eficaz quanto ao com o medicamento sintético, sendo o tratamento com
0 Assalix® mais barato (CHRUBASIK et al., 2001). Pacientes com osteoartrite tratados
com Salix purpurea x daphnoides (contendo 240 mg salicina) por 2 semanas e avaliados
pelo questionario de WOMAC, relataram melhora fisica funcional e na dor. O mesmo
efeito ndo foi encontrado no grupo tratado com placebo. O extrato foi bem tolerado, ndo
sendo encontradas alteracdes clinicas e laboratoriais relevantes (SCHMID et al., 2001).
Pacientes com dores articulares foram tratados, por 8 semanas, com o0 suplemento
comercial Instaflex™ Joint Support. Esse suplemento contém (em 3 cépsulas), 250 mg
do extrato da Salix alba L., 1500 mg de Sulfato de glucosamina, 500 mg de
metilsulfonilmetano, 50 mg de concentrado de raiz de gengibre, 125 mg de extrato de
boswellia serrata, 50 mg de extrato da raiz de acafrdo, 50 mg de caiena e 4 mg de acido
hialurdnico. Os pacientes demonstraram melhora fisica funcional e na dor, através de
questionarios e avaliacdo fisica. Entretanto, ndo foi possivel determinar a contribuicdo
da Salix alba L. devido a complexidade do suplemento (NIEMAN et al., 2013).

Nascimento et al. (2009) avaliaram a toxicologia clinica do Pasalix®, um
fitoterapico utilizado no tratamento da ansiedade e insbnia, que contém em sua
composicdo a Passiflora incarnata (100 mg), Crataegus oxyacantha (30mg) e Salix
alba L. (100 mg). Os pacientes, sadios, foram tratados por 4 semanas com O0S

fitoterapicos (4 comprimidos ao dia). Alguns efeitos adversos foram relatados pelos
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voluntarios, como sonoléncia, epigastralgia, agitacédo, rash cutaneo e cefaléia, mas esses
foram considerados de intensidade leve e poderiam estar relacionados a outros
problemas de salde que os voluntarios apresentaram durante o trabalho. Apesar desses
efeitos, a administracdo do fitoterapico ndo demonstrou sinais de toxicidade nos exames
clinicos, eletrocardiograficos e laboratoriais. Mesmo nédo existindo estudos especificos
que relacionem o uso isolado do extrato da Salix alba L. e a perda de peso, essa pode ser
encontrada em suplementos, em doses entre 50 e 1800 mg, utilizados para esse fim. Ela
é utilizada, provavelmente, devido aos seus efeitos anti-inflamatorios e analgésicos, o
que aumenta a tolerancia a dor e por consequéncia estimula o individuo a manter sua
rotina de exercicios. O seu uso € apenas contra indicado para pessoas alérgicas ao acido
acetilsalicilico, com problemas de coagulacdo e hemorragia e menores de 16 anos,
devido a sindrome de Reye, sindrome de causa desconhecida, que afeta criangas que
utilizam o &cido acetilsalicilico durante uma infec¢do, como a gripe (SHARPE et al.,
2006; SHARA; STOHS, 2015).

El-Shemy et al. (2007) relataram que 100 pL do extrato de folhas da Salix safsaf
possui acdo antiproliferativa em cultura de células leucémicas (mieldide e linféide
aguda), sendo que o mesmo efeito ndo foi encontrado em cultura de células sadias. O
mesmo extrato (doses de 200 e 600 L) diminuiu o crescimento do tumor ascitico de
Ehrlich transplantado em camundongos e ainda adiou a morte deles em 4 semanas, em
relacdo ao grupo controle. Atividade similar foi encontrada por Hostanska et al. (2007),
onde a atividade antiproliferativa e apoptotica do extrato da casca Salix purpurea
(concentragbes entre 50 - 243 pg/ml) foram avaliadas e confirmada em células do
cancer do célon (HT 29 e HCT 116) e pulmé&o (A549 e SW2).

Nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL, o extrato do pélen de abelha da Salix
alba L. (80% de Salix alba) demonstrou efeitos antimutagénicos em culturas de
linfocitos humanos tratados com BMC, MTC e VNC, drogas utilizadas no tratamento
do cancer e que sdo conhecidas por causar danos no DNA. O extrato ndo demonstrou
efeitos citotdxicos e nem aumentou a frequéncia de micronucleos nessa mesma cultura.
Além disso, 0 extrato na concentracdo de 660 g/mL, apresentou efeito anti-estrogénico
em cultura de leveduras RMY326, efeito importante na prevengdo e tratamento do
cancer de mama (PINTO et al., 2010).

A propolis (1875 e 7500 pg/mL), cuja uma das fontes foi a Salix alba L.,
demonstrou baixa atividade antimicrobiana em colénias de E. coli ATCC25922.
(SILICI; KUTLUCA, 2005). Em outro trabalho, o efeito protetor de 11,6 mg/mL do



28

extrato da Salix alba L. foi avaliado em cultura de E. coli AB1157 tratadas com SnCl,
um agente redutor de radiofarmacos. O extrato ndo foi capaz de proteger as colénias dos
efeitos danosos do SnCl,, mas ndo influenciaram o crescimento das colbnias tratadas
apenas com o extrato (SOUZA et al., 2009).

Além dos efeitos anti-inflamatorios, 1 mg/mL do extrato da casca da Salix alba
L. apresentou atividade antioxidante, através dos métodos de FRAP e DPPH, e também
apresentou, atraves do método de Ellman, moderada atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase (percentual de inibicdo de 50,8 %), sendo uma acdo importante no
tratamento na doenca de Alzheimer (JUKIC et al., 2012).

Ishikado et al. (2012) relataram que 100 pg/ml do extrato da casca da Salix
preveniu o estresse oxidativo, induzido por TBHP, em cultura de células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC). O mesmo extrato, na concentracdo de 10 mg/mL,
também demonstrou 0 mesmo efeito em cultura do nematoide Caenorhabditis elegans.
Em outro trabalho, 25 mg/mL do extrato da folha da Salix X sepulcralis demonstrou
limitado efeito anti-helmintico em cultura de Caenorhabditis elegans. Apesar disso, 0
extrato demonstrou alta capacidade antioxidante no método ORAC (KATIKI et al.,
2013).

O extrato da Salix alba L. (Astressyl®) também demonstrou efeitos sobre 0s
niveis da proteina de choque térmico HSP47, uma proteina relacionada com a
preservacdo da sobrevivéncia celular sob condicdes adversas. Os niveis dessa proteina
se elevaram em cultura de fibroblastos tratados com o 2% do extrato (NIZARD et al.,
2004)

1.3 Genética toxicoldgica e Mutagénese

Nosso material genético é exposto a diferentes agentes com capacidade
mutagénica. Esses agentes podem estar presentes em medicagOes sintéticas e de origem
natural, drogas ilicitas e bebidas alcodlicas. As fontes de radiacGes, como o sol e 0s
alimentos, devido a sua composi¢do, preparo ou contaminantes, também podem causar
danos ao material genético (FERGUSON; PHILPOTT; KARUNASINGHE, 2004;
DUSMAN et al., 2012; GUIDOTI et al., 2014).

Os danos causados no material genético podem ser em apenas um gene ou em
um cromossomo inteiro e a mutacdo pode surgir quando esses danos ndo séo reparados
(LEWIN, 2003; GRISOLIA, 2005). Essas mutagcdes podem ocorrer em qualquer estagio
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do ciclo celular e podem afetar celulas somaticas, causando alteracGes genéticas nédo
transmissiveis, como tumores, doencgas degenerativas crbnicas e envelhecimento
precoce ou células germinativas, causando alteracGes hereditarias (DE FLORA;
FERGUSON, 2005; DUSMAN et al., 2012).

O DNA néo é uma molécula estatica e frequentemente € exposto a diferentes
agentes quimicos, bioldgicos e fisicos externos, além do préprio ambiente celular, que
podem causar alteragdes e danos em suas bases (GOMES, 2007; MALACINSKI, 2011).
Existem dois tipos de mutacbes, as espontaneas, que ocorrem devido as funcdes
celulares normais e também devido a interacdo ambiental, e as induzidas, que ocorrem
devido & participagdo de agentes mutagénicos. Por outro lado, nossas células
desenvolveram mecanismos para reparar danos no DNA, podendo evitar ou reverter
essas possiveis mutaces (PINTO; FELZENSZWALB, 2003; BERRA; MENCK; DI
MASCIO, 2006).

E importante lembrar que as mutag@es ocorrem naturalmente durante a evolugio
dos seres Vvivos, sendo essas necessarias para a variabilidade e diversidade das espécies
(MARTIN, 1996; PACHECO et al., 2009).

Originalmente utilizado por Novick e Szilard (1952), o termo antimutagénico se
refere as substancias, quimicas ou sintéticas, que de alguma maneira reduzam, revertam
ou até mesmo impecam 0 desenvolvimento da mutacdo (SPORN; SUH, 2002). Ja a
genotoxicidade é um termo relacionado aos danos induzidos no material genético, mas
nem sempre associado a mutagenicidade (SCCNFP, 2003). Os agentes genotdxicos
causam lesdes primarias no DNA, que podem ser reparadas, mas se isso ndo ocorrer,
mutacOes podem surgir.

A mutagénese tem forte relacdo com a carcinogénese, pois o processo de
carcinogénese se inicia apds lesdes irreversiveis ao material genético e sucessivas
divisdes e proliferacdes celulares (GONTIO; TICE, 2003; SARASIN, 2003). Além
disso, existe também, uma forte relacdo entre mutagénese, doencgas degenerativas e
doencas autoimunes (DE FLORA; FERGUNSON, 2005)

Devido a isso, € de suma importancia a identificagdo e o estabelecimento de
normas para a utilizagdo dos agentes potencialmente mutagénicos, entendendo o0s
processos mutacionais e os fatores desencadeadores, através de teste genotdxicos e
mutagénicos (MacGREGOR; CASCIANO; MULLER, 2000; ERDTMANN, 2003;
BRAMBILLA; MARTELLI, 2009; FERNANDES, 2005).
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Na mutagénese, 0s agentes ambientais, como 0s quimicos, bioldgicos e fisicos
capazes de causar danos permanentes no DNA sdo estudados, bem como seus
mecanismos de acdo. Além disso, nos mesmos ensaios, a acdo de agentes ambientais
antimutagénicos ou quimiopreventivos podem também ser avaliados (SPORN; SUH,
2002; FRANCY-GUILFORD; PEZZUTO, 2008).

Dentre os importantes testes de avaliagdo de toxicidade genética, pode-se
destacar o teste do micronlicleo, que é utilizado para avaliar o potencial
clastogénico/aneugénico, e 0 ensaio do cometa, que € utilizado para avaliar o potencial
genotoxico de diferentes substancias, tanto in vivo, como in vitro.

As avaliagdes in vitro apresentam algumas vantagens sobre as avaliagdes in vivo,
pois é possivel o tratamento com diferentes doses e combinacdes de substancias, o
tratamento com variacbes de tempo e em diferentes fases do ciclo celular, além de ser
possivel testar um maior nimero de substancias em um menor periodo. Apesar dos
resultados observados nos testes in vitro ndo poderem ser transmitidos diretamente para
0s animais, esses sdo importantes como referéncia para as avaliagdes in vivo (ROGERO
et al., 2003).

1.3.1 Ensaio do Cometa

O ensaio cometa desenvolvido por Rydberg e Johanson (1978) e modificado por
Ostling e Johanson (1984), avalia o potencial genotoxico de substincias quimicas ou
radiacdo sobre células de mamiferos. Apesar de ser mais comum o teste ser usado em
animais, alguns métodos foram desenvolvidos para seu uso também em células vegetais
(GICHNER; PLEWA, 1998). Em sua primeira modificacdo, apenas danos em DNA de
fita dupla eram detectados, mas apds nova modificacdo, agora por Singh et al. (1988),
foi possivel também a deteccdo de danos no DNA de fita simples (TICE et al., 2000;
LIU etal., 2017; ROUX et al., 2017).

Essa técnica é baseada na eletroforese de células em lise embebidas no gel de
agarose, onde fica evidenciada a corrida dos fragmentos de DNA, que se afastam do seu
nucleo principal. Os fragmentos de DNA de fita dupla e simples que se quebraram,
migram para o anodo, dando origem a uma imagem semelhante a um cometa (OLIVE;
BANATH; DURAND, 1990; KLAUDE et al., 1996; DOLAI; ISLAM; HALDAR,
2016).
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Considerado um ensaio relativamente rapido, simples e sensivel, o ensaio
cometa permite a analise de danos no DNA em todos os tipos celulares, ndo sendo
necessario o uso de células em proliferacdo, como no teste de micronucleo e ainda pode
ser usado em experimentos in vitro e in vivo (WITTE et al., 2007; DHAWAN et al.,
2008; DOLALI, ISLAM; HALDAR, 2016).

O cometa é dividido em cabeca e cauda (quando h& dano). O tamanho da cauda
indica a quantidade do dano, sendo que células sem cauda sdo consideradas livres de
danos. Numa classificacdo visual, os cometas observados sdo divididos em 4 classes
(figura 4): classe 0, que sdo as células que ndo possuem cauda, ou seja, sem dano;
classe 1, que sdo células com uma cauda menor que a cabeca, ou seja, com dano
minimo; classe 2, que sdo as células com uma cauda até duas vezes maior que a cabeca,
ou seja, com dano moderado; e classe 3, que sao céelulas com cauda duas vezes maior

que a cabeca, 0 seja, com danos maximos (SPEIT et al., 1996; ROUX et al., 2017)
Figura 4 - Classes de cometas, A - classe 0, B - classe 1, C - classe 2 e D - classe 3. A

cabeca em destaque azul e a cauda em destaque vermelho. Células sanguineas de

Ctenomys torquatus. Aumento: 200x

-

Fonte: SILVA et al., 2000 (adaptado pelo autor).
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1.3.2 Ensaio do Micronucleo (MN)

O Teste do Micronucleo é o ensaio mais amplamente utilizado para a deteccéo
de agentes clastogénicos e aneugénicos, sendo internacionalmente aceito como parte da
bateria de testes recomendados para avaliagdo do potencial mutagénico, para o registro
de novos produtos quimicos que entram no mercado mundial (CHOY, 2001).

Os micronucleos sdo resultantes de dois fendmenos basicos nas ceélulas
mitoticas: quebra cromossomica e disfuncdo do aparato mitético. Sdo formados pelos
cromossomos acéntricos ou fragmentos cromatidicos e cromossomos inteiros ou
cromatides que se atrasam na anafase e sdo excluidos do nucleo-filho na teléfase
(FENECH, 2000, PINTO et al., 2010).

Durante o Teste de Micronucleo apenas a presenca ou auséncia de micronucleo é
relatada, pois ndo é possivel observar a diferenca entre os efeitos aneugénicos e
clastogénicos sem o uso de sondas especificas, e apesar disso, um teste micronucleo
positivo pode ser considerado mutagénico (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003;
MATEUCA et al., 2006).

Valentin-Severin et al. (2003) salientaram que a diferenca entre os testes do
cometa e do micronucleo consiste basicamente no tipo de alteracdo detectada no DNA:
o teste do cometa detecta lesbes primarias, que muitas vezes sdo repardveis, enquanto o
teste do micronucleo detecta lesbes irreparaveis.

O teste de micronucleo, desenvolvido por Schmid et al. (1971) e modificado por
Heddle (1973), pode ser realizado tanto in vitro como in vivo, onde 0s ensaios in vivo
sdo realizados em células da medula dssea ou sangue periférico de roedores e 0s ensaio
in vitro sdo realizados em cultura de células mamiferos, como células do céancer
hepatico (HepG2) e células mononucleares do sangue periférico (MAISTRO, 2014;
ALMEIDA et al.,, 2014). O Teste do Micronucleo pode ser realizado em qualquer
populacéo celular em proliferacdo, mas a analise deve ser realizada ap6s um unico ciclo
de divisdo, pois ndo é possivel afirmar que esse micronucleo permanecera por mais de
um ciclo (FENECH, 2000).

Como a divisdo celular é necessaria e obrigatoria, a citocalasina-B foi
introduzida na cultura de células in vitro, onde o bloqueio da citocinese permite o
aparecimento de ceélulas binucleadas e confirma a presenca de divisdo celular
(FENECH; MOLEY, 1985).
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Os efeitos dos agentes mutagénicos sdo observados em eritrocitos
policromaticos, nos ensaios in vivo, devido a vida relativamente curta dessas células.
Além da contagem de microndcleos, no ensaio in vivo, a avaliacdo da citotoxidade
também ¢é realizada através da relacdo eritrocitos policromaticos/eritrécitos
normocromaticos (CHOY, 2001; OECD 474, 2014). Ja no ensaio in vitro, a presenca de
microndcleos, brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas é observada em células
binucleadas (figura 5) e a avaliagdo da citotoxidade é realizada através do IDN, onde é
feito uma relacdo entre as células mononucleadas (presenca de apenas 1 ndcleo),
binucledas (presenca de 2 nucleos), trinucleadas (presenca de 3 nucleos) e tetranucledas
(presenca de 4 nucleos) (FENECH, 2006; OECD 487, 2014).

O Teste do Micronucleo, tanto em in vivo como in vitro, é recomendado pela
OECD para a avaliacdo da capacidade mutagénica de novas substancias quimicas
utilizadas pelas inddstrias alimenticia e farmacéutica (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011;
OECD 474, 2014).

Figura 5 - Cultura de células HepG2 com citocalasina-B. A - Célula HepG2 binucleada
com a presenca de micronucleo, B - Célula HepG2 binucleada com a presenca de broto
nuclear e C - Células HepG2 binucleada com a presenca de ponte nucleoplasmaética.
AlteracOes destacadas pelas setas.

A B C
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Considerando a potencial importancia da espécie de planta Salix alba L. como
fitoterapico para seres humanos, com principios ativos de agdo comprovada para varias
doencgas, a escassez de estudos in vitro e a inexisténcia de estudos in vivo envolvendo a
toxicidade genética do extrato da casca desta planta em células eucariontes, o presente
estudo foi desenvolvido visando:

Avaliar o potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico do extrato de cascas da
Salix alba L., em testes in vitro, em células com e sem metabolizacdo por enzimas

hepaéticas; e in vivo em diferentes células somaticas e germinativas de camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Verificar a citotoxicidade do extrato da casca da Salix alba L. em cultura de
células mononucleares do sangue periférico humano e de células HepG2, in vitro, com a
utilizacdo do teste do MTT;

b) Avaliar o potencial genotoxico do extrato da casca da Salix alba L. em cultura
de células mononucleares do sangue periférico humano e de células HepGz2, in vitro,
com a utilizacdo do Ensaio do Cometa;

c) Investigar o potencial clastogénico/aneugénico do extrato da casca da Salix
alba L. em cultura de células mononucleares do sangue periférico humano e de células
HepG2, in vitro, com a utilizacdo do Teste do Micronucleo;

d) Avaliar o potencial genotdxico do extrato da casca da Salix alba L. em
diferentes células somaticas (leucdcitos de sangue periférico, figado, coracdo e medula
0ssea) e germinativas (testiculos) de camundongos, in vivo, com a utilizagdo Ensaio do
Cometa;

e) Investigar o potencial clastogénico/aneugénico do extrato da casca da Salix
alba L. em células da medula 6ssea de camundongos, in vivo, com a utilizacdo do Teste

do Micronucleo;
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f) Analisar os efeitos citotoxicos do extrato da casca da Salix alba L. em células
do figado de camundongos, por meio da utilizacdo de técnicas histologicas e

histoquimicas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de Etica e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O projeto in vitro, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Marilia, sob o nimero 840/2013 (ANEXO
A) e os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A). O projeto in vivo, foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
da Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA), sob o nimero 105/11 (ANEXO B).

3.2 O extrato de Salix alba L.

A obtencdo e a caracterizacdo fitoquimica do extrato de Salix alba L. foi
realizada no laboratério de farmacologia da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP), Campus Diadema, sob a coordenagdo do Professor Doutor Féabio Ferreira
Perazzo, colaborador neste projeto. A cromatografia em camada delgada foi utilizada
para a determinacdo quimica do extrato e seu doseamento foi realizado pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O extrato, adquirido da empresa Centroflora
(Botucatu , SP, Brasil), apresentou uma concentracéo de 4,94 mg/mL de salicina (figura
6).
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Figura 6 - Doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Fonte: Doutor Fabio Ferreira Perazzo

3.3 Ensaios in vitro

As células mononucleares do sangue periférico humano (veia basilica mediana
do membro superior) foram obtidas de 2 doadores (1 homem e 1 mulher) saudaveis e
jovens, entre 18 e 25 anos. Os doadores nao apresentavam historico de doencas, nao
fumavam, ndo faziam uso de medicamentos e ndo foram expostos a radiacdo ionizante
recentemente.

As células do hepatocarcinoma humano (HepGz2), foram obtidas junto ao Banco
de células do Rio de Janeiro (BCRJ), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

e conservadas em nitrogénio liquido.

3.4 Obtencdo das Células mononucleares do sangue periférico humano para o

teste do Azul de Tripan e 0 Ensaio do Cometa

Foram coletados 9 mL do sangue periférico dos 2 voluntarios com seringa
contendo heparina. Esse sangue foi divididos em 3 tubos (3 mL cada) que continham 3
mL de Histopaque®-1077. Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 1900 rpm. O
Histopaque e a centrifugacdo permitiu que o sangue fosse dividido em 4 camadas. O

plasma e as plaquetas ficaram na primeira camada (1%), as células mononucleares
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ficaram na segunda camada (2%), o Histopaque ficou na terceira camada (3% e as
hemacias e o restante dos leucdcitos ficaram na Gltima camada (4%), no fim do tubo
(figura 7). A células mononucleares foram separadas e colocadas em 3 novos tubos com
3 mL de meio RPMI 1640 cada e foram centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. Apds
descartar o sobrenadante, 1 ml do meio e o pellet sobraram no fim do tubo. O volume

dos 3 tubos foram colocados em um s6 tubo.

Figura 7 - Camadas dos elementos sanguineos apos centrifugacdo. 1° - plasma e
plaguetas. 2% - células mononucleares. 3% - Histopaque. 4% - Hemécias e leucdcitos

Para determinar a densidade celular utilizada em cada teste, 10 pL do volume do
tubo (contendo o pellet dos 3 tubos com o meio) foram misturados a 10 pL do corante
Azul de Tripan e a contagem do numero de células foi realizado na camara de

Neubauer. Por fim, o célculo foi realizado pela regra de 3 (figura 8).

Figura 8 - Célculo da densidade celular pela regra de 3

média das células contadas (Neubauer) x 10¢ - volume do tubo (com os 3 pellets)
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3.5 Determinacéao da citotoxicidade pelo teste de conversdo do MTT e pelo teste do

Azul de Tripan

O teste do MTT utilizado foi descrito por Mosmann (1983) e modificado por
Denizot e Lang (1986). No teste, o MTT é reduzido pela enzima desidrogenase
mitocondrial das células que estdo vivas, formando cristais de formazan, que conferem
uma cor roxa a solucdo (figura 9). A quantidade desses cristais € determinada por
espectrofotdbmetro, demonstrando assim, a quantidade de células vivas (FREIMOSER et
al., 1999; DIAS et al., 2016). As células HepG2 foram cultivadas, na concentracao de
1x10°, em placa com 24 pogos que continham o meio de cultura MEM, suplementado
com 15% de soro fetal bovino, 1% de antibiotico, 1% de piruvato de sédio e 2,2 mg/mL
de NaHCO3 (meio completo) por 24 horas, em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,.
Ap0s essa incubacdo o meio foi descartado e os tratamentos com o extrato de Salix alba
L. (na concentragdes de 5, 50 e 100 pug/mL), com o controle negativo (meio de cultura)
e com o controle positivo com Triton X-100 a 1% foram realizados. Novo meio de
cultura completo foi adicionado em cada pogo com os tratamentos e com os controles,
sendo também adicionado em 3 pocos apenas meio de cultura MEM (branco). A placa
foi novamente cultivada por 24 horas e 0 meio de cultura foi retirado mais uma vez. O
MTT (150 uL) foi adicionado em todos 0s pocos e a placa mais uma vez foi incubada
por 4 horas. Apds esse periodo, o MTT foi retirado e 0 DMSO (100 pL) foi adicionado
em todos 0s pogos. A placa foi agitada por 15 minutos e a leitura foi realizada, com o
comprimento de onda de 550 nm, em espectrofotdmetro (Epoch). O nimero de células
viaveis foi calculado usando a média das absorbéncias. Todos os tratamentos, controles

e branco foram feitos em triplicata.
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Figura 9 - Teste do MTT. 1 (coluna com controle positivo); 2 (coluna
com controle negativo); 3 (coluna com a concentragdo de 100 pug/mL);
4 (coluna com a concentragdo de 50 pg/mL) ; 5 (coluna com a

concentracdo de 5 pg/mL) e 6 (coluna com o branco).
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No teste do Azul de Tripan, as células mortas perdem a integridade da
membrana celular, permitindo assim que o corante (azul de tripan) penetre em seu
citoplasma. As celulas mortas ficam na cor azul e as células vivas ndo sdo coradas
(figura 10) (McKELVEY-MARTIN et al., 1993; AVELAR-FREITAS et al., 2014). As
células mononucleares foram cultivadas na concentragdo de 1x10° em placa com 24
pocos, por 24 horas, em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,. Os pogos continham o
meio RPMI 1640 suplementado com 15% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico
(meio completo). Apos esse periodo, os tratamentos com o extrato de Salix alba L. (2,5;
5; 10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000 pg/mL), com o controle negativo (meio de cultura)
e com o controle positivo com Triton X - 100 a 1% foram realizados. Ap6s 24 horas de
exposicao com as diferentes concentrac@es, 10 uL das células, de cada concentracdo, foi
misturado a 10 pL do corante Azul de Tripan. Forem contadas 100 células em cdmara
de Neubauer com o auxilio de microscopio éptico comum. Todos os tratamentos foram
feitos em triplicata. Para os testes de genotoxicidade, a viabilidade celular indicada é de

>80%, tanto no teste do MTT, como no teste do Azul de Tripan
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Figura 10 - Teste do azul de Tripan. Coradas e marcadas

pelas setas, as células mortas. As células vivas ndo estdo

coradas.

3.6 Cultura celular e tratamentos para o ensaio do cometa in vitro

A metodologia utilizada foi descrita por Singh et al. (1988) e Klaude et al.
(1996). As células mononucleares foram cultivadas, na concentragdo de 1x10°, em placa
com 24 pogos que continham o meio RPMI 1640 suplementado com 15% de soro fetal
bovino e 1% de antibidtico por 24 horas, em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO..
Apds esse periodo, 0s tratamentos com o extrato de Salix alba L. (5, 50 e 100 pg/mL),
com o controle negativo (meio de cultura) e com o controle positivo com MMS (45 uM)
foram realizados. A exposi¢do ao tratamento e aos controles foi de 4 horas e ap0s isso,
as células mononucleares foram transferidas para tubos (os pogos foram lavados com
500 L de PBS a 37 °C) e centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm.

As células HepG2 foram cultivadas na mesma concentracdo e no mesmo tipo de
placa usada na cultura de células mononucleares, mas o meio utilizado foi o MEM,
suplementado com 15% de soro fetal bovino, 1% de antibi6tico, 1% de piruvato de
sodio e 2,2 mg/mL de NaHCOs3;. O tempo de tratamento, concentracGes e controles
foram semelhantes ao das células mononucleares. Ap6s 4 horas de exposicdo aos
tratamentos e controles, o meio de cultura foi desprezado e os pogos também foram
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lavados com 500 pL de PBS. O PBS foi descartado em seguida e os pocos foram
lavados com 200 pL de tripsina EDTA 0,5%, para despregar as células aderidas nos
pocos, e a placa foi novamente incubada por 5 minutos. A tripsina foi neutralizada com
1,5 do meio MEM com soro bovino. As células foram transferidas para tubos e
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm.

De cada tubo, dos dois tipos celulares e ap6s descartar o sobrenadante, uma
aliquota de 100 uL da suspensdo celular foi retirada e misturada a 100 uL de agarose
LMP 5% a 37 °C, sendo essa, em seguida, depositada sobre uma lamina pré-
gelatinizadas com agarose normal 1,5%. As laminas foram cobertas por laminulas e
levadas para refrigeracdo a 4 °C por 20 minutos, para endurecimento do agarose.

As laminulas foram retiradas com cuidado e as laminas foram colocadas em
solucdo de lise em refrigerador a 4 °C durante 1 hora. Apos a lise, as laminas foram
colocadas em cuba de eletroforese com o tampédo de eletroforese. O DNA foi deixado
para desnaturar em pH>13, por 20 minutos e em seguida se deu inicio a corrida de
eletroforese, com 25 volts e 300 miliamperes, por 20 minutos.

As laminas foram retiradas da cuba e neutralizadas, por 3 vezes, com 5 ml de
solucdo de neutralizacdo (Tris 0,4 M) por 5 minutos e ap6s secarem, foram fixadas com
etanol absoluto por 10 minutos.

Para a analise, as l&minas foram coradas com 100 uL de brometo de etidio,
cobertas com laminula e a leitura foi realizada em aumento de 400x em microscopio de
fluorescéncia (filtro de excitacdo de 515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm).

Foram analisadas 150 células de cada tratamento e os cometas foram
classificados de acordo com a descri¢do no item 1.3.1. Os experimentos in vitro foram

realizados em triplicata e o in vivo em duplicata.

3.7 Obtencdo das Células mononucleares do sangue periférico humano para o

teste do micronucleo

Foram coletados 10 mL do sangue periférico dos 2 voluntarios com seringa
contendo heparina. O sangue foi colocado em um tubo e ficou em repouso na posicéo
vertical por 4 horas e 2 camadas surgiram (figura 11). O plasma ficou na primeira
camada (1%) e o concentrado de hemécias (incluindo as células mononucleares) ficaram

na segunda camada (2%).
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Figura 11 - Camadas dos elementos sanguineos apds repouso. 1%- plasma. 2° -
concentrado de hemacias e leucécitos (incluindo células mononucleares)

la

3.8 Cultura celular e tratamentos para o teste do micronucleo com bloqueio de
citocinese in vitro

A metodologia do teste do micronucleo com bloqueio de citocinese utilizada foi
a descrita por Fenech (2000). Para a cultura de células mononucleares, foram
adicionados 400uL do concentrado de hemécias e 500uL de plasma dos doadores em 5
mL de meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 15 % de soro fetal bovino, 1%
de antibiotico e 5ul/mL de fitohemaglutinina A. Os tratamentos com o extrato de Salix
alba L. (5, 50 e 100 pg/mL), com o controle negativo (meio de cultura) e positivo
(MMS 150 uM) foram realizados ap06s 44 horas do inicio da incubacéo e a citocalasina-
B (6 pg/mL) foi adicionada ap6s 4 horas dos tratamentos (48 horas apds inicio da
incubacdo). As ceélulas mononucleares foram cultivados por 72 horas em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO,. Os tubos de cultura foram centrifugados por 5
minutos (1000 rpm), apo6s a incubagéo, e os pellets foram ressuspensos em solucao
hipotonica (KCL 0,075 M) por 5 minutos a 4°C. Essas celulas foram lavadas, por 3
vezes, com 5 mL de metanol:acido acético (3:4) gelado, sendo 5 gotas de formaldeido a
4% adicionado na Gltima lavagem (preservacdao do citoplasma). O esfregaco foi feito
com uma gota em lamina e secou em temperatura ambiente. Apos secarem, as laminas
foram coradas com Giemsa diluido 1:10 em tampdo fosfato (pH 6,8) por 10 minutos.

Por fim, foram lavadas e deixadas para secar.
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Para a cultura de células HepG2, 2 x 10° de células foram adicionadas a 5 mL de
meio MEM, suplementado com 15% de soro fetal bovino, 1% de antibiotico, 1% de
piruvato de sodio e 2,2 mg/mL de NaHCOs3. Os tratamentos com o extrato de Salix alba
L. (mesmas concentra¢des usadas na cultura de células mononucleares), com o controle
negativo (meio de cultura) e positivo (Bap 2 uM) foram realizados apds 24 horas do
inicio da incubacdo. Apos 24 horas de exposicdo aos tratamentos e controles, 0 meio de
cultura foi desprezado e os frascos de culturas foram lavados com 5 mL de PBS. O PBS
foi descartado em seguida e foi adicionado outro meio de cultura completo e 6 pg/mL
de citocalasina- B, sendo a cultura incubada por mais 28 horas. O conteudo dos frascos
de cultura, ap6s as 28 horas, foram transferidos para tubos, sendo os fracos lavados 2
vezes com 5 mL de PBS (apenas a primeira lavagem foi adicionada ao tubo
correspondente). 1 mL de tripsina EDTA 0,5% foi adicionada nos frascos e esses foram
incubados por mais 5 minutos. A tripsina foi neutralizada com meio separado nos tubos
correspondentes e em seguida, todo o contetdo foi transferido novamente dos frascos
para os tubos. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm e os pellets
foram ressuspensos em 10 mg/mL de solucgdo de citrato de sodio por 5 minutos a 4°C.
Essas células foram lavadas, por 3 vezes, com 5 mL de metanol:acido acético (3:1)
gelado, sendo 5 gotas de formaldeido a 4% adicionado na ultima lavagem. As células
foram depositadas em laminas e coradas com Giemsa da mesma maneira que as células
mononucleares. Na cultura de células mononucleares os experimentos foram feitos em
duplicata e na cultura de células HepG2, os experimentos foram em triplicata.

Foram analisadas, em microscopio de luz comum com aumento de 100x, por
tratamento, 1000 células binucleadas na busca por presenga de micronucleos, brotos e
pontes nucleoplasmaticas e em 500 células (mononucleadas, binucledas, trinucleadas e

tetranucledas) foi feito uma relacéo para encontrar o IDN.

3.9 Ensaios in vivo

Foram utilizados nos experimentos camundongos machos Swiss albinos (Mus
musculus), com 12 semanas de vida, adquiridos junto ao biotério da UNESP, campus de
Botucatu. Os animais foram aclimatados por 7 dias no biotério da UNESP, campus de
Marilia, antes do experimento iniciar. Os animais foram mantidos em condic¢Ges
controladas de temperatura (22 = 2°C) e umidade (55 + 10%) em um ciclo de 12 horas

claro/escuro e receberam racdo solida e agua ad libitum. Os animais possuiam
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aproximadamente 30g de massa corporal, distribuidos em grupos controle e grupos
experimentais de 6 animais cada. Os tratamentos e o controle negativo foram
administrados por via oral e o controle positivo intraperitonealmente. O grupo controle
positivo foi tratado com 30 mg/Kg de doxorrubicina e o controle negativo foi tratado
com 0,3 mL/Kg de DMSO 1%. Os grupos experimentais foram tratados com 3
diferentes dosagens do extrato (500, 1000 e 2000 mg/Kg). Os animais foram tratados
por 7 dias consecutivos (24 horas de intervalo) e submetidos a eutanasia, por

deslocamento cervical, 4 horas ap0s o Gltimo tratamento.

3.10 Ensaio do Cometa in vivo

As laminas foram obtidas de acordo com a técnica descrita no item 3.6. As
células do sangue periférico, células da medula Ossea, hepéticas, dos testiculos e
coragdo, foram coletadas 4 horas apds o sétimo tratamento com o extrato. Os 6rgéos
foram lavados em solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) e divulsionados com seringa em PBS
(500 pL a 37 °C) para obtencdo de células isoladas dos 6rgdos. 20uL dessa suspensao
celular foi adicionada ao microtubo com agarose LMP 5% a 37 °C para a realizacao das

laminas.

3.11 Teste do micronucleo em eritrdcitos policromaticos in vivo

Os animais foram submetidos a eutanasia 4h ap6s o sétimo tratamento e o fémur
foi retirando. A epifise proximal foi cortada e 500uL de NaCl 0,9% foi introduzido na
abertura. As células obtidas da medula 6ssea foram centrifugada por 5 minutos a 1000
rpom e o sobrenadante foi descartado. Cinco gotas de formaldeido a 4% foram
adicionados e homogeneizados com as células, para em seguida as ldminas serem feitas.
O esfregaco foi feito com uma gota em lamina e secou em temperatura ambiente. Apds
secarem, as laminas foram coradas com Giemsa diluido 1:10 em tampéo fosfato (pH
6,8) por 10 mim. Por fim, foram lavadas e deixadas para secar.

Foram analisadas, em microscopio Optico comum com aumento de 100x, por
tratamento, 4000 eritrocitos policromaticos na busca por presenga de micronucleo e em
500 eritrocitos da medula déssea foi estabelecida a relagcdo entre o nimero de eritrécitos

policromaticos/normocromaticos.
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3.12 Avaliacdo Histoldgica: Técnica da Hematoxilina-Eosina (diferenciacdo das

células e matriz extracelular)

Ap0s a eutanasia, fracbes do figado foram retiradas e colocadas em solugédo
fisiolégica tamponada com fosfato-PBS. Essas fragdes foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 24 horas e em seguida transferidos para o tampao fosfato por
mais 24 horas.

Terminado esse periodo de 24 horas, a desidratagdo em série crescente de &lcool
etilico a 70%, 80%, 90% e 95% foi realizada, onde as fracGes ficaram por 30 minutos
em cada diferente porcentagem de alcool etilico. As fracbes desidratadas foram
embebidas em resina por 24 horas e em seguida em moldes plésticos, para formar
blocos, contendo a mesma resina mais o polimerizador. Posteriormente, os blocos
contendo as fracdes dos tecidos foram seccionados, com espessura de 3 pm, em
microtomo e os cortes foram colocados em laminas de vidro.

As laminas foram coradas com hematoxilina por 5 minutos e em seguida lavadas
por mais 5 minutos em agua corrente. Apos a lavagem, as ldminas foram coradas com
eosina aquosa durante 5 minutos e lavadas mais uma vez por 5 minutos em agua
corrente.

Apos secarem, as laminas foram mergulhadas rapidamente em xilol e foram
vedadas com balsamo do Canada. Essas foram analisadas em microscopio Optico

comum.

3.13 Avaliacdo Histoldgica: Técnica do Azul de Nilo (deteccéo de lipideos)

As fracdes do figado foram fixadas em formol célcio por 15 horas e
posteriormente colocadas em tampdo fosfato por 24 horas. As fragbes foram
desidratadas da mesma maneira que na técnica do item 3.12 e em seguida foram
embebidas em resina por 24 horas e apds isso colocadas em moldes plasticos, para
formar blocos, contendo a mesma resina mais o polimerizador. Posteriormente, 0s
blocos contendo as fragdes dos tecidos foram seccionados, com espessura de 3 pm, em

micrétomo e os cortes foram colocados em laminas de vidro.
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As laminas foram coradas com o Azul de Nilo por 10 minutos a 37 °C e em
seguida lavadas com &gua destilada. Essas ldminas foram imersas em &cido acético a
1% por 1 minuto e lavadas mais uma vez com agua destilada.

Ap0s secarem em temperatura ambiente e recobertas com glicerina, essas foram

analisadas em microscopio optico comum.

3.14 Avaliacdo Histolégica: Técnica da coloragdo PAS (detec¢do de

polissacarideos)

As fracbes do figado foram fixadas em Bouin aquoso por 5 dias e depois
desidratados da mesma maneira que na técnica do item 3.12, mas por 15 minutos em
cada diferente porcentagem de alcool etilico. Apos a desidratagdo foram embebidas em
resina de embebicdo e historesina, para em seguida serem seccionadas na espessura de 3
pm e os cortes colocados em laminas de vidro.

Os cortes foram reidratados em agua destilada por 1 minuto e em seguida
colocados em solucdo de &cido periddico a 4% por 10 minutos. Passados os 10 minutos,
os cortes foram lavados com agua destilada e com o reagente de Schiff por,
respectivamente, 1 minuto e 1 hora.

Os cortes foram lavados em agua corrente, secaram em temperatura ambiente e
recobertos com balsamo do Canada. Esses foram analisados em microscépio Optico

comum.

3.15 Andlise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a calculos estatisticos usando-se o
teste t de students e ANOVA (One Way) seguido do teste de Tukey para comparacgdes
maltiplas, com a utilizacdo do GraphPad Prism® software (version 5.02). Os resultados

foram considerados estatisticamente significantes com p < 0,05.

4 RESULTADOS
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4.1 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade in vivo

A tabela 1 mostra os danos ao DNA encontrados nos eritrécitos, figado, medula
0ssea, coracdo e testiculos detectados no ensaio do cometa in vivo. Quando o grupo
controle positivo foi comparado ao grupo controle negativo, foi observado um aumento
significativo (p<0,001) na migracdo do DNA no ensaio do cometa nas diferentes células
analisadas. Em todas as celulas avaliadas nd&o foram encontrados aumentos
significativos de danos no DNA, comparando-se 0 grupo controle negativo com 0s
grupos tratados com as doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg do extrato cascas de Salix
alba L.
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Tabela 1 - Migracdo de DNA (média £ DP) no ensaio cometa para estudo de genotoxicidade do
extrato de Salix alba L.(SA) em diferentes células de camundongos machos Suigos in vivo.

Tratamentos e Classes dos Cometas Escores

células analisadas Total* 0 1 2 3
Sangue Periférico
Controle negativo 9.50 £ 2.58 140.50 £ 2.58 8.16 £1.94 1.33+0.81 0.00 £ 0.00 10.83 +3.31
SA 500 mg/kg 8.83 +2.22 141.20 £2.22 7.83+2.13 1.00 +0.63 0.00 +0.00 9.83 +2.48
SA 1000 mg/kg 7.83+2.13 142.20 £2.13 7.00 £2.09 0.83+£0.75 0.00 £ 0.00 8.66 + 2.42
SA 2000 mg/kg 9.66 +2.73 140.30 £2.73 8.50 +£1.97 1.16 +1.16 0.00 £ 0.00 10.83 +3.71
Controle positivo 4583 +£2.40° 104.20 £2.40*° 43.17 £2.56% 2.66 +1.50 0.00 +0.00 48.50 + 3.08%
Figado
Controle negativo 10.17+237 139.80+2.31 8.50 £1.76 1.66 +0.81 0.00 £ 0.00 11.83 +2.99
SA 500 mg/kg 9.16 +3.31 140.80 £ 3.31 7.66 £ 2.42 1.50 +1.04 0.00 £ 0.00 10.67 +4.27
SA 1000 mg/kg 9.66 +1.63 140.30 £ 1.63 8.16 £1.47 150+ 1.04 0.00 £0.00 11.17+2.31
SA 2000 mg/kg 10.00£2.53  140.00 +2.53 8.66 +1.50 1.33+1.36 0.00 £ 0.00 11.33+3.77
Controle positivo 4483 +2.85% 105.20 £2.85% 42.33 +3.14% 2.50+1.04 0.00 £ 0.00 47.33 +£2.94%
Medula éssea
Controle negativo 9.66 + 1.96 140.30 £ 1.96 7.83+£2.04 1.83+0.75 0.00 £0.00 1150+ 2.16
SA 500 mg/kg 9.50 +2.25 140.50 £ 2.25 8.33+£2.25 1.16 +£0.98 0.00 +0.00 10.67 + 2.65
SA 1000 mg/kg 8.50+2.34 14150 £2.34 7.50 £1.87 1.00 +1.05 0.00 £ 0.00 9.50 +3.14
SA 2000 mg/kg 9.66 + 3.01 140.30 £ 3.01 8.00 £1.89 1.66+1.21 0.00 £0.00 11.33+4.17
Controle positivo 41.33+£2.65% 108.70 £2.65* 38.33 +2.42% 3.00 £0.89 0.00 £ 0.00 4433 +3.14%
Coracéo
Controle negativo 8.33+242 141.70 £2.42 6.83 £2.48 1.50 + 0.54 0.00 £ 0.00 9.83 +£2.48
SA 500 mg/kg 9.16 +2.99 140.80 £2.99 8.00 £ 2.82 1.16 £0.75 0.00 £0.00 10.33 £3.32
SA 1000 mg/kg 8.66 +1.75 141.30 £1.75 8.16 £1.32 0.50 £0.54 0.00 £ 0.00 9.16 £ 2.22
SA 2000 mg/kg 9.00 +2.60 141.00 £ 2.60 8.16 £1.72 0.83+1.16 0.00 £ 0.00 9.83 + 3.65
Controle positivo 43.67 +3.67° 106.30 +3.67% 41.17 +3.54° 250+1.04 0.00 £0.00 46.17 +4.07°
Testiculo
Controle negativo 9.50+1.87 140.50 £1.87 8.00£1.78 1.50 + 0.54 0.00 £ 0.00 11.00 + 2.09
SA 500 mg/kg 9.83 +1.47 140.20 £1.47 8.16 £1.94 1.66 +1.03 0.00 £ 0.00 11.50 + 1.64
SA 1000 mg/kg 9.66 +2.25 140.30 £ 2.25 8.00 £1.67 1.66+1.21 0.00 £0.00 11.33+3.20
SA 2000 mg/kg 8.83+2.31 141.20 £2.31 7.66 £1.50 1.16 +1.16 0.00 £ 0.00 10.00 + 3.34
Controle positivo 44,67 £3.88% 105.30 +3.88% 42.17 +4.16% 2.50£0.83 0.00 £ 0.00 47.17 +£3.76%

® Significativamente diferente do controle negativo (P < 0,001); * Numero total de células com

danos (classe 1+2+3).

A tabela 2 mostra a frequéncia de eritrocitos policromaticos com a presenca de

micronucleos e a relagdo eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocromaticos

(EPC/ENC) encontrados em células da medula éssea no teste de micronucleo in vivo.

Foi encontrado um aumento significativo (p<0,001) de células micronucleadas

quando o grupo controle negativo foi comparado ao grupo controle positivo. Esse
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aumento significativo ndo foi observado quando comparamos o grupo controle negativo
e 0s grupos tratados com 500, 1000 e 2000 mg/Kg do extrato de Salix alba L. A relagéo
EPC/ENC em 500 eritrécitos da medula 6ssea ndo mostrou diferencas significativas,
indicando ndo haver efeitos citotoxicos em todos 0s grupos avaliados.

N&o foram observados mortes, morbidade ou alteracBes clinicas nos animais

tratados com o extrato de Salix alba L.

Tabela 2 - Numero de Eritrocitos Policromaticos Micronucleados (EPM) observados nas
células de medula dssea de camundongos machos Suicos (M1-6) tratados com Salix alba L.

(SA), e respectivos controles. Quatro mil células analisadas. DP = Desvio Padréo.

Tratamentos NUmero de EPM por Animal EPM EPC/ENC
(Média + DP) (Média + DP)

Ml M2 M3 M4 M5 MG

Controle negativo 4 3 5 4 4 6 433+1.03 1.12 +0.02

Salix alba L. 6 4 6 4 8 6 5.66 + 1.50 112 £0.03
(500 mg/kg)

Salix alba L. 7 4 6 7 8 6 6.33+1.36 1.11 £0.02
(1000 mg/kg)
Salix alba L. 8 6 4 6 7 8 6.50 £ 1.51 1.12 £0.02
(2000 mg/kg)
Controle positivo 16 20 17 22 18 21 19.00 + 2.36% 1.13+£0.03

# Significativamente diferente do controle negativo (P < 0,001)

4.2 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro

A tabela 3 mostra os danos no DNA das células mononucleares do sangue
periférico humano, ap6s o tratamento com o extrato de Salix alba L., detectados no
ensaio do cometa in vitro. Quando o grupo controle positivo foi comparado ao grupo
controle negativo, foi observado um aumento significativo (p<0,001) na migragdo do
DNA.

Foram encontrados aumentos significativos no dano do DNA (p<0,05 ou maior)
entre o grupo controle negativo e os grupos tratados com doses de 50 e 100 pug/mL do
extrato de Salix alba L. Essa relagcdo ndo foi encontrada entre o grupo controle negativo

e 0 grupo tratado com a dose de 5 pg/mL do extrato de Salix alba L.
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Tabela 3 - Migracdo de DNA (média £ DP) no ensaio cometa para estudo de genotoxicidade do

extrato de Salix alba L. em células mononucleares de sangue periférico humano.

Tratamentos Classes dos Cometas Escores
Total' (] 1 2 3
Controle negativo 12.75+2.71  137.30+2.71 9.25+2.37 3.50 + 1.06 0.00 +0.00 16.25 + 3.37
5,0 pg/mL 16.50+2.56 133.50+2.56  14.75%2.18 1.75+1.38 0.00 +0.00 18.25 +3.49
50,0 ug/mL 32.63+3.81° 117.40+3.81° 22.13+2.16° 8.75%+2.55" 1.75+0.88°  44.88+6.26°
100,0 pg/mL 35.50+6.16° 114.50+6.16° 24.88+2.90° 8.87 +4.67° 1.75+1.28°  47.88 +12.04°
controle positivo 40.50 + 11.07° 109.50 +11.07° 27.38 +9.87° 9.50 +2.72° 3.62+1.68° 57.25+13.69°

DP = desvio padrdo, ® significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05), °
Significativamente diferente do controle negativo (p < 0,01),° Significativamente diferente do
controle negativo (p< 0,001), *NUmero total de células com danos (classe 1+2+3).

A tabela 4 mostra a frequéncia de células mononucleares do sangue periférico
humano (binucleadas) com a presenca de microndcleos e o indice de divisdo nuclear
(IDN) em células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas no teste de
microndcleo in vitro.

Foi encontrado um aumento significativo (p<0,001) de células binucleadas com
presenca de microndcleos quando o grupo controle negativo foi comparado ao grupo
controle positivo. Esse aumento significativo ndo foi observado quando comparamos o
grupo controle negativo e os grupos tratados com 5, 50 e 100 pg/mL do extrato de Salix
alba L. O indice de divisao nuclear ndo demonstrou diferencas significativas entre todos

0S grupo avaliados.
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Tabela 4 - Frequéncia de microndcleos (MN) e indice de divisdo nuclear
(IDN) em células mononucleares de sangue periférico humano expostas com

Salix alba L. por 28 hora.

Células binucleadas

com MN IDN

Substancia teste Tratamento (2000 células) (1000 células)
Concentragdes

(ug/mL) Ne % (Média + DP)
Controle negativo 0 11 0.55 2.18+0.01
Controle positivo 150" 36° 1.8° 2.14+0.01
Salix alba L. 5 7 0.35 2.16 +0.03
50 7 0.35 2.13+0.01
100 11 0.55 2.03+0.02

DP = desvio padréo, “concentracdo em pM, 2 Significativamente diferente do
controle negativo (p < 0,001).

A tabela 5 mostra os danos do DNA nas células HepG2, ap6s o tratamento com
0 extrato de Salix alba L., detectados no ensaio do cometa in vitro. Quando o grupo
controle positivo foi comparado ao grupo controle negativo, foi observado um aumento
significativo (p<0,05 ou maior) na migracdo do DNA. Né&o foram encontrados
aumentos significativos na lesdo do DNA, comparando-se o0 grupo controle negativo
com o0s grupos tratados nas concentracdes de 5, 50 e 100 pg/mL do extrato de Salix alba
L.
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Tabela 5 - Migracdo de DNA (média £ DP) no ensaio cometa para estudo de genotoxicidade do
extrato de Salix alba L. em células de hepatocarcinoma humano (HepG2).

Tratamentos Classes dos Cometa Escores
Total' (] 1 2 3
Controle negativo 12.67+2.51 137.30+251  9.00+1.73 3.00+1.00 0.66 +0.57 17.00 + 4.35
5,0 pg/mL 933+1.52  140.70+1.52  6.33+0.57 3.00+1.00 0.00 + 0.00 12.33 +2.51
50,0 pg/mL 9.66+1.52  140.30+1.52  7.66+1.15 1.66 +0.57 0.33+0.57 12.00 + 2.64
100,0 pg/mL 15.67+1.52 13430+1.52  10.67+1.52 5.00 + 0.00 0.00 £ 0.00 20.67 £1.52
controle positivo 4233+5.13" 107.70+513° 31.67+288° 6.66+2.08°  4.00+1.00° 57.00*8.00°

DP = desvio padrdo, ? significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05),”
Significativamente diferente do controle negativo (p< 0,001), *Ndmero total de células com
danos (classe 1+2+3).

A tabela 6 mostra a frequéncia de células HepG2 binucleadas com a presenca de
micronucleos e o indice de divisdo nuclear (IDN) em células mononucleadas,
binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas no teste de micronucleo in vitro.

Foi encontrado um aumento significativo (p<0,001) de células HepG2
binucleadas com presenca de micronucleos quando o grupo controle negativo foi
comparado ao grupo controle positivo. Esse aumento significativo ndo foi observado
guando comparamos 0 grupo controle negativo e 0s grupos tratados com 5, 50 e 100
pg/mL do extrato de Salix alba L. O indice de divisdo nuclear mostrou diferencgas
significativas (p<0,5) entre o grupo controle negativo e o grupo controle positivo,
indicando haver efeitos citotoxicos do Bap nas células HepG2. Essa relacdo nao foi
encontrada entre o grupo controle negativo e os grupos tratados com a dose de 5, 50 e

100 pg/mL do extrato de Salix alba L.
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Tabela 6 - Frequéncia de microndcleos (MN) e indice de divisdo nuclear
(IDN) em ceélulas de hepatocarcinoma humano (HepG2) expostas com Salix

alba L. por 52 horas.

Células binucleadas

com MN IDN

Substancia teste Tratamento (3000 células) (1500 células)
Concentracdes

(ng/mL) Ne % (Média + DP)
Controle negativo 0 7 0.23 1.88+0.10
Controle positivo 2 18° 0.60° 1.66 + 0.01°
Salix alba L. 5 3 0.10 1.87 +0.01
50 5 0.16 1.96 +0.10
100 7 0.23 1.90 + 0.09

DP = desvio padrdo, “concentracdo em uM, ? significativamente diferente do
controle negativo (p < 0,05), ® Significativamente diferente do controle negativo (p
<0,001).

No teste do MTT com as células HepG2, as concentraces de 5, 50 e 100
pg/mL do extrato da Salix alba apresentaram, respectivamente, viabilidade de 144,7% +
24,44, 127,6% + 17,52 e 122,2% + 24,67. Ja o controle positivo, apresentou viabilidade
de apenas 1,05% =+ 0,75 (figura 12).

No teste do Azul de Tripan, as células mononucleares, a partir de 200 pg/mL,

demonstraram viabilidade celular menor que 80%.
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Figura 12 - Teste do MTT. Porcentagem de células do
hepatocarcinoma humano (HepG2) viaveis ap6s 24 horas de
tratamento com diferentes concentragdes de Salix alba L.
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4.3 Andlises histoldgicas e histoquimicas
4.3.1 Técnica da Hematoxilina-Eosina

As células hepaticas, tanto nos grupos controles, quando nos grupos tratados, nas
doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg, apresentaram hepatécitos poligonais formando
placas anastomosadas. Os hepatdcitos exibiram de 1 a 2 nucleos centrais e com formato
redondo. Presenca de 1 ou mais nucléolos e citoplasma acidofilico. Todos os animais
também apresentaram uma hiperplasia de veia centrolobular e células de Kupffer

fortemente coradas e visiveis (figura 13).



Figura 13 - Seccdes histologicas do figado de camundongo tratados com o
extrato da Salix alba L. Coloracdo pela hematoxilina-eosina. A-B. Grupo
controle negativo, C-D. Grupo tratado com 500 mg/Kg, E-F. Grupo tratado
com 1000 mg/Kg, G-H. Grupo tratado com 2000 mg/Kg. A espessura de
todos os cortes histoldgicos foi de 3 um. 20x, 100x= objetivas em que foram

batidas as fotos.
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4.3.2 Técnica do Azul do Nilo

A coloracdo com o corante Azul do Nilo revelou a presenca de lipideos no
citoplasma dos hepatdcitos. Tanto os grupos controles, quando os grupos tratados com o
extrato da Salix alba L., nas doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg, apresentaram fraca a
moderada positividade para a presenca de lipidios (figura 14).



Figura 14 - Seccdes histologicas do figado de camundongo tratados com o
extrato da Salix alba L. Coloragéo pelo Azul do Nilo. A-B. Grupo controle
negativo, C-D. Grupo tratado com 500 mg/Kg, E-F. Grupo tratado com
1000 mg/Kg, G-H. Grupo tratado com 2000 mg/Kg. A espessura de todos
os cortes histologicos foi de 3 um. 20x, 100x= objetivas em que foram

batidas as fotos
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4.3.3 Técnica da coloracdo PAS

A coloracdo com o corante Acido Periddico de Shiff revelou a presenca de
granulos de polissacarideos no citoplasma dos hepatdcitos. Tanto os grupos controles,
quanto os grupos tratados com o extrato da Salix alba L., nas doses de 500, 1000 e 2000
mg/Kg, apresentaram fraca a moderada presenca de granulos, uniformemente
distribuidos, principalmente ao redor do nucleo (figura 15).

A técnica do PAS ndo ¢ especifica para a demonstracdo de nucleos, entdo os
ndcleos dos hepatocitos e as células de Kupffer ndo sdo observados. O lumen dos
capilares sinusoides e dos grandes vasos dos hepatdcitos, foram fracamente corados ou

nao corados.



Figura 15 - Seccoes histoldgicas do figado de camundongo tratados com o
extrato da Salix alba L. Coloracdo pelo PAS. A-B. Grupo controle
negativo, C-D. Grupo tratado com 500 mg/Kg, E-F. Grupo tratado com
1000 mg/Kg, G-H. Grupo tratado com 2000 mg/Kg. A espessura de todos
os cortes histoldgicos foi de 3 um. 20x, 100x= objetivas em que foram
batidas as fotos.
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5 DISCUSSAO

As plantas medicinais séo utilizadas a milhares de anos, sendo seus primeiros
registros encontrados em tabuletas escritas hd cerca de 5000 anos. As propriedades
terapéuticas das plantas medicinais sdo descobertas através da observacdo e
experimentacdo popular, o que ndo garante sua eficicia e seguranca. Mesmo quando
essas plantas medicinais tem sua eficacia terapéutica cientificamente comprovada, nao
ha garantia de auséncia de risco, tornando necessario 0 uso de testes de genotoxicidade
e mutagenicidade para avaliar sua seguranca (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS,
2008; NASCIMENTO et al., 2009; PINTO et al., 2010; PETROVSKA, 2012;
PEREIRA et al., 2016).

Encontra-se referéncias sobre o uso da Salix alba L. no livro chinés Pen T"Sao,
escrito em 2500 a.C. (PETROVSKA, 2012). A Salix alba L. é uma planta
historicamente utilizada nos tratamentos de dor, febre, infecgdes e inflamac6es, onde
suas propriedades terapéuticas estdo relacionadas ao seu principal componente, a
salicina, um analogo precursor do acido acetilsalicilico (SOUZA et al, 2009;
DRUMMOND et al, 2013; SHARA; STOHS, 2015).

Podemos encontrar facilmente partes, produtos e subprodutos de plantas
medicinais no comércio, mesmo sem a identificacdo dos seus principios ativos e a
avaliacdo de sua seguranca (LIMA; NASCIMENTO; SILVA, 2016). Entre esses
produtos, encontramos o0s fitoterdpicos, que sdo medicamentos originados
exclusivamente de plantas medicinais. No Brasil, esses s&o distribuidos aos usuarios do
SUS desde 2008, incluindo o extrato da casca da Salix alba L., mesmo existindo poucas
publicacGes cientificas sobre seu uso e sobre sua seguranca. (BRASIL, 2008; BRASIL,
2009).

O potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico do extrato da casca da Salix
alba L. em cultura de células humanas e células de camundongos in vivo foi avaliado no
presente estudo. Para a cultura, foram utilizadas células mononucleares normais do
sangue periférico, que ndo continham enzimas metabolizadoras do figado e células
HepG2, que continham enzimas metabolizadoras hepéticas. No estudo in vivo, as
células dos camundongos avaliadas foram as somaticas (leucocitos de sangue periférico,

figado, coragdo e medula dssea) e as germinativas (testiculos).
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No presente estudo, o extrato da casca da Salix alba L., nas concentracGes de 5,
50 e 100 pg/mL, ndo reduziu a viabilidade das células HepG2, conforme evidenciou o
teste do MTT, e embora em populacdo celular e concentragdo diferente, efeito
semelhante foi encontrado por SHAKIBAEI et al. (2012), onde 10 pg/mL do extrato
ndo reduziu o namero de células em cultura de condrocitos. O extrato da casca da Salix
purpurea, nas concentragcbes de 10 e 50 pg/mL, também ndo demonstrou efeitos
citotoxicos em cultura de células HMEC-1 (FREISCHMIDT et al., 2012). Também em
nosso trabalho, as concentracdes de 5, 50 e 100 pg/mL nao reduziram a viabilidade
celular no teste do Azul de Tripan. Resultado semelhante foi encontrado por EI-Shemy
et al. (2007), onde 100 pg do extrato de folhas da Salix safsaf ndo reduziu a viabiliade
celular em cultura de células mononucleares.

No ensaio do cometa e no teste do micronucleo in vivo, o extrato da Salix alba
L. ndo evidenciou, respectivamente, efeitos genotdxicos e mutagénicos, nas células
somaticas e germinativas dos camundongos tratados por 7 dias consecutivos com as 3
diferentes doses (500, 1000 e 2000 mg/Kg). Na avaliagdo in vitro, o extrato da Salix
alba L. também ndo demonstrou efeitos genotdxicos e mutagénicos na cultura de
células HepG2 expostas as 3 diferentes concentracbes (5, 50 e 100 pg/mL). J& na
cultura de células mononucleares, expostas nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL do
extrato da Salix alba L., danos no DNA foram encontrados no ensaio do cometa. No
entanto, no teste do microndcleo, ndo foram encontradas alteragdes em nenhuma das
concentrages testadas.

As células HepG2 sdo celulas derivadas do hepatocarcinoma humano e essas
possuem enzimas responsaveis pela metabolizagdo e biotransformacdo de xenobidticos,
funcBes encontradas nos hepatocitos humanos normais (MERSCH-SUNDERMANN et
al., 2004; LIEBEL et al., 2015), o que difere das células mononucleares, que sdo células
encontradas no sangue periférico humano e ndo possuem essas enzimas do figado. A
presenca dessas enzimas hepéticas, como a citocromo P450, que estdo envolvidas no
metabolismo de compostos enddgenos e xenobiodticos (CHEN et al., 2014), pode
explicar a diferenga nos resultados encontrados na avaliagdo in vivo e a cultura de
células mononucleares in vitro, onde a presenca de lesdes no DNA pode ter ocorrido por
acao direta do extrato ndo metabolizado pelas células hepaticas.

Em culturas celulares in vitro, a geometria tridimensional que permite as
interacOes entre as células e também os componentes envolvidos na homeostasia in

vivo, estdo ausentes, mesmo assim, a cultura celular é o principal modelo alternativo na
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substituicdo de experimentos com animais (GOMES, 2007; ALVES; GUIMARAES,
2010; FRESHNEY, 2016).

Pinto et al. (2010) também avaliaram o efeito mutagénico do extrato da Salix
alba L. em cultura de linfdcitos in vitro, nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL, e
apesar de utilizarem concentracdes diferentes e utilizarem o extrato do polen de abelha
da Salix alba L., os resultados foram semelhantes aos encontrados em nosso trabalho,
onde, em ambos, ndo foram observados aumentos significativos de células
micronucleadas e alteragdes no IDN.

N&o foram encontradas alteracdes histologicas nas células hepaticas dos
camundongos investigados no presente estudo, e ndo foram observadas diferencas
histoldgicas entre o grupo controle negativo e os grupos tratados com as doses de 500,
1000 e 2000 mg/Kg. Os hepatdcitos apresentaram de 1 a 2 nucleos redondos e centrais,
e estavam corados fortemente pela hematoxilina. Os hepatdcitos tinham o mesmo
tamanho e formavam placas anastomosadas, separadas por capilares sinusoides
(THOOLEN et al., 2010). Em relagéo as coloracdes Azul do Nilo e do PAS, ndo foram
observadas diferencas histoquimicas entre o grupo controle negativo e 0S grupos
tratados, onde foram encontrados a presenca fraca e moderada, de lipidio e granulos de
polissacarideos. Shakibaei et al. (2012), também ndo encontraram alteraces
histoldgicas e ultraestruturais em cultura de condrdcitos de cdes expostas a 10 pg/ml do
extrato da Salix alba L. Tais resultados foram semelhantes aos encontrados em nosso
estudo.

O écido acetilsalicilico demonstrou ndo possuir efeitos mutagénicos em
avaliagdes in vivo e in vitro (DUNN et al., 1987; GARRIOTT et al., 1995) e embora
existam poucos estudos sobre a seguranca no uso do extrato da Salix, a salicina, parece
possuir atividade anti-tumoral (EL-SHEMY et al., 2007; HOSTANSKA et al., 2007;
BILANI; BAHMAD; ABOU-KHEIR, 2017; HAMADA et al., 2017) e atividade
quimiopreventiva em cultura celular (NAJAFZADEH et al., 2016). O extrato da Salix
alba L., apesar de causar alguns efeitos adversos, ndo demonstrou sinais de toxicidade
em exames clinicos e laboratoriais (NASCIMENTO et al., 2009).



64

6 CONCLUSAO

No presente trabalho, os efeitos genotdxicos e mutagénicos do extrato da casca
da Salix alba L. foram avaliados in vivo através do ensaio cometa e do teste do
microndcleo, e os resultados obtidos demonstraram que o extrato ndo acarretou efeitos
genotdxicos significativos nas doses testadas e condi¢cbes do experimento. Ja na
avaliacdo in vitro, foi observado, pelo ensaio do cometa, efeito genotdxico nas doses de
50 e 100 pg/mL do extrato, em células mononucleares do sangue periférico. Tal efeito
ndo foi observado em células HepG2, quando o extrato foi metabolizado pelas enzimas
hepéticas. As andlises histologicas e histoquimicas também ndo evidenciaram
citotoxicidade do extrato em células hepaticas de camundongos. A observacdo de
toxicidade genética in vitro quando o extrato ndo é metabolizado por enzimas hepaticas,
indicam que é necessario cautela com seu uso por seres humanos, e também apontam
para a necessidade de realizagdo de mais estudos focando os efeitos do extrato da casca

de Salix alba L. com e sem metabolizacdo hepatica sobre as células de mamiferos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos realizando uma pesquisa na Faculdade de Filosofia e Ciéncias, Departamento
de Fonoaudiologia, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Marilia,
intitulada “Investigacdo dos efeitos citotoxico e genotoxico do extrato de Salix alba:
andlises in vitro, in vivo e histoldgicas”, e gostariamos que participasse da mesma. O(s)
objetivo(s) desta é (s@o): Avaliar o potencial genotdxico e mutagénico do extrato da
Salix alba, com e sem metabolizacdo pela fracdo S9, em linfocitos humanos in vitro, por
intermédio do ensaio cometa e do teste do micronucleo com bloqueio de citocinese.
Participar desta pesquisa é uma opcao. A Unica participacdo dos sujeitos humanos na
pesquisa, sera através da doacdo de 15 mL de sangue periférico. O sujeito doador
poderd, a qualquer momento, solicitar que as células coletadas para os experimentos de

mutagénese e antimutagénese ndo sejam mais utilizadas na referida pesquisa.

Caso aceite participar deste projeto de pesquisa, gostariamos que soubesse

que:

a) Sua Unica participacdo na pesquisa serd na doacdo de 15 mL de sangue

periférico para estabelecimento de cultura temporéria de linfdcitos;

b) Nos linfécitos em cultura, sera verificado se o extrato da Salix alba é
capaz de causar genotoxicidade no DNA das mesmas;

c) A divulgacédo dos resultados cientificos seré feita através de resumos em
Congressos e publicacdo de artigo cientifico em periddico internacional,
sendo que, em nenhuma etapa, sera divulgado o nome dos sujeitos doadores

do sangue periférico utilizado para a cultura de linfocitos.

Eu, portador

do RG , autorizo a utilizacdo dos linfécitos do sangue

periférico que doei para o desenvolvimento da pesquisa intitulada “ Investigacdo dos
efeitos citotoxico e genotoxico do extrato de Salix alba: analises in vitro, in vivo e
histologicas” a ser realizada no Laboratorio CEPEN, localizado no CEES, Campus Il da

UNESP de Marilia. Declaro ter recebido as devidas explicagdes sobre os objetivos e
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procedimentos metodologicos da referida pesquisa e informo que estou ciente que
poderei solicitar a qualquer momento que as células por mim doadas ndo sejam mais

utilizadas no referido experimento cientifico.

Nome do doador do sangue:

Data:

Certos de poder contar com sua autoriza¢do, colocamo-nos a disposicdo para
esclarecimentos, através do (s) telefone (s) 34021300 (Ramal 1676) ou 981282719, falar
com Peterson Menezes Terrazas (aluno doutorando do Programa de Pos-Graduacao em
Biologia Geral e Aplicada, UNESP, Botucatu) ou Dr. Edson Luis Maistro (Coordenador
e Orientador do projeto, alocado no departamento de Fonoaudiologia da UNESP, FFC,
Marilia).

Autorizo,

Data: / /

oy
L

y

Edson Luis Maistro — Docente responsavel pelo projeto

Doador do sangue
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Parecer do Projeto n°. 0840/2013

IDENTIFICAGAO

1. Titulo do Projeto: Investigacdo dos efeitos genotdxico e protetor de danos ao
DNA do extrato de Salix alba: analises in vitro e in vivo, histolégicas e ultra-
estruturais.

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Autor(a): Edson Luis Maistro

3. Instituicao do Pesquisador: Faculdade de Filosofia e Ciéncias — UNESP/Marilia

4. Apresentacao ao CEP: 08/10/2013

5. Apresentar relatério em: Semestralmente durante a realizacao da pesquisa.

Objetivos

a) Avaliar o potencial genotoxico e antigenotoxico do extrato hidroalcoolico de
folhas de Salix alba in vitro em linfécitos e células HepG2 humanas; b) Avaliar o
potencial genotoxico do referido extrato in vivo em diferentes células somaticas
(leucécitos de sangue periférico, figado, cérebro e medula 6ssea) e germinativas
(testiculos) de camundongos; c) Analisar os efeitos citotéxicos e/ou protetores do
extrato em células do figado e da tiredide de camundongos, por meio da
utilizagao de técnicas histolégicas e ultraestruturais; d) Analisar a capacidade
antioxidante do extrato hidroalcoolico de folhas de Salix alba.

SUMARIO DO PROJETO

A industria farmacéutica busca na natureza substancias passiveis de compor
novos medicamentos. Para isso, ela encontra na medicina popular plantas ja
conhecidas por seus efeitos terapéuticos, que apesar de serem usadas por
muitos anos, muitas vezes nunca foram avaliadas sob o aspecto farmacologico e
toxicologico. Uma dessas plantas ¢ Salix alba, conhecida pelo nome popular de
salgueiro branco. Ela é conhecida por suas acbes terapéuticas e usada
popularmente para o tratamento de doengas como: reumatismo, dor, febre,
resfriados, cefaléias, espasmos gastrointestinais, transtornos nervosos e na
prevencao de tromboembolismos. Suas propriedades farmacologicas estao
relacionadas a salicina, um dos principais componentes da Salix alba, um
analogo precursor do mais amplo medicamento anti-inflamatério utilizado, o acido
acetil salicilico. Em relagao a avaliagao da toxicidade genética dessa planta, bem
poucos estudos, tanto in vitro quanto in vivo, foram desenvolvidos e, em alguns
casos, os resultados obtidos foram contrastantes. Considerando a potencial
importancia dessa espécie como fitoterapico, o fato de que vém sendo utilizada
tradicionalmente para fins medicinais por seres humanos e da constatacao da
escassez de estudos envolvendo a sua toxicidade genética, bem como possivel
protegao contra danos no DNA, o presente projeto foi elaborado visando avaliar o
potencial genotoxico e antigenotoxico do extrato de Salix alba in vitro (em
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linfocitos e células HepG2 humanas) e in vivo (em diferentes células somaticas e
germinativas de camundongos), através do Ensaio Cometa e do Teste do
Microntcleo. Além disso, serdo analisados os efeitos citotoxicos e/ou protetores
do extrato em células do figado e da tiredide de camundongos, por meio da
utilizagao de técnicas histoldgicas e ultra-estruturais, bem como a avaliagao da
atividade antioxidante, quantificada através do método de captura do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-1-picril-hidrazila). ‘

COMENTARIO DO RELATOR

O projeto esta de acordo com as exigéncias éticas e cientificas fundamentais
resguardadas na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, atendendo
aos itens referentes as implicagoes da ética em pesquisas que envolvem seres
humanos, recomendo a aprovagéo do mesmo pelo CEP.

PARECER FINAL

O CEP da FFC da UNESP apo6s acatar o parecer do membro relator previamente
aprovado para o presente estudo e atendendo a todos os dispositivos das
resolugbes 196/96 e complementares, bem como ter aprovado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido como também todos os anexos incluidos na
pesquisa resolve aprovar o projeto de pesquisa supracitado.

INFORMAGOES COMPLEMENTARES

Homologado na reunido do CEP da FFC da Unesp em 04/12/2013.

DATA DA REUNIAO

José Carlos Miguel
Diretor da FFC
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SECRETARIA DE DESENVOLVIMENTO ECONOMICO,
CIENCIA E TECNOLOGIA

FACULDADE DE MEDICINA DE MARILIA
Famema Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

Marilia, 29 de Margo de 2011

llmo(®) Sr.(2)
Prof. Dr. Edson Luis Maistro
Marilia/SP

O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Marilia,
recebeu o protocolo de estudo n® 105/11, intitulado: “Estudo do Potencial Genotoxico e Antigenotdxico do
Extrato de Salix Alba e do Extrato de Rubus Niveus em Diferentes Células de Camundongos in Vivo”, foi
considerado APROVADO em Reuni&o Ordinaria — 28/03/2011, de acordo com a Resolugéo 196/96 e suas
Complementares do Conselho Nacional de Saude.

Sendo s6 para 0 momento, reiteramos protestos de considerag&o e aprego.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Valdeir Fagundes de Queiroz

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos

Av. Monte Carmelo, 800 - Marilia - S.P. - CEP: 17.519-030
Fone: (14) 3402 1744 — R. 1591 — Email: dirpos@famema.br
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