RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 30/10/2018.



AVA
® AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 3

u nesp " «90LIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

PG-BGA

INVESTIGACAO DOS EFEITOS CITOTOXICO E GENOTOXICO
DO EXTRATO DE Salix alba L.: ANALISES IN VITRO, IN VIVO E
HISTOLOGICAS

PETERSON MENEZES TERRAZAS

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencdo do
titulo de Doutor no Programa de Pds-Graduacao
em Biologia Geral e Aplicada, Area de

concentragdo Biomoléculas: estrutura e funcao.

Orientador:Prof. Dr. Edson Luis Maistro

BOTUCATU - SP
2017



A
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\WWA
" «90LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

unesp

||||||||||||||||||||

Q,

PG-BGA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

INVESTIGACAO DOS EFEITOS CITOTOXICO E GENOTOXICO
DO EXTRATO DE Salix alba L. ANALISES IN VITRO, IN VIVO E
HISTOLOGICAS

PETERSON MENEZES TERRAZAS

EDSON LUIS MAISTRO

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencdo do
titulo de Doutor no Programa de P6s-Graduagdo
em Biologia Geral e Aplicada, Area de

concentragdo Biomoléculas: estrutura e fungéo.

Orientador:Prof. Dr. Edson Luis Maistro

BOTUCATU - SP
2017



Instituto de Biociéncias.
de Botucatu - Unesp

AvAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA
u nesp Y&  40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu r

FICHA CATALOGRAFICAR ELABORADR FELR SECRO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAD TECNICA DE BIELIOTECA E DOCUMENTACAD = CAMPUS DE BOTUCATU = UHESFE

EIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE=-CRE B/5651

Terrazas, Peterszon Menezes.
Investigacdo dos efeitos citotéxicos e genotdxico do

extrato de Salix alba : analises in vitro, in vivo e
histolbégicas / Peterson Menezes Terrazas. - Botucatu, 2017
Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Jualio

de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de Botucatu
Orientador: Edson Luis Maistro
Capes: 20206003

1. Salgueirc (Botdnica). 2. Ensaio cometa. 3. Testes para
microndcleos. 4. Técnicas in vitre. 5. Extratos vegetais.
6. Cascas.

Palavras-chave: Ensaio cometa; Salgueiro branco; Salix alba;
Tezte do microndicleo.

PG-BGA



AVA
® AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 3

u nesp " «90LIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

PG-BGA

PETERSON MENEZES TERRAZAS

INVESTIGACAO DOS EFEITOS CITOTOXICO E GENOTOXICO DO EXTRATO DE
Salix alba L. ANALISES IN VITRO, IN VIVO E HISTOLOGICAS

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu, UNESP, para obtencéo do titulo de Doutor
no Programa de P6s-Graduacio em Biologia Geral e Aplicada, Area de concentragdo Biomoléculas: estrutura e
funcéo.

Orientador: Prof. Dr. Edson Luis Maistro

Comissdao Examinadora

Prof. Dr. Edson Luis Maistro
Fonoaudiologia/UNESP-Marilia

Prof Dr Regildo Mércio Gongalves da Silva
Biotecnologia/lUNESP-Assis

Profa Dra Marilanda Ferreira Bellini
USC-Bauru

Profa Dra Cintia Regina Rodrigues Carignatto
Instituto de Ciéncias da Saude/UNIP-Assis

Profa Dra Mariana Casteleti Beraldo Massoli
Instituto de Ciéncias da Saude/UNIP-Assis

Botucatu, 2017



Dedico este trabalfio...

A minfa querida esposa.



AGRADFCTMENTOS

Primeiramente a Deus, pela forca, saude e por tornar esse sonho

realidade.

Aos meus pais, Jose Enrique (in memoriam) e Marilene, pe[o
esforco, amor e dedicacdo. Obrigado pelo amor incondicional, mesmo
quando eu ndo merecia. Pai, depois de tantas brigas bobas, que bom

que antes de partir, nos tornamos grandes amigos.

A minha familia, em especial, minha querida e linda avé "Néna',
aos meus tios, "Mandlo" e Fernanda, e aos meus sogros, "Seu Paulo" (in
memoriam) e "Dona Lucilia", pela confianca, conselhos, exemplos e

otimas conversas.

A minha incrivel e amada esposa Areadny, pelo amor,
companheirismo e dedicacdo. Esse doutorado ndo seria possivel sem
vocé. Obrigado por esses quase 7 anos juntos. Amo muito vocé minha

“Amorinha’.

Aos meus amigos Adrian e Julian, pela forca e camaradagem. E
ao meu amigo Martins, por me ajudar no desenvolvimento desse

projeto e claro, pelas boas risadas. Valeu meus amigos.



Ao meu orvientador, Prof. Dr. FEdson Luis Maistro, pela
orientacdo e confianca. Obrigado pela oportunidade e por

compartilhar seus conhecimentos e experiéncias profissionais.

Aos professores, Dr. Fdabio Ferreira Pevazzo, Dra. Maria Izabel
Camargo Mathias, Dra. Patricia Rosa de Oliveira e Dra. Claudia

Momo, pela colaboracdo no desenvolvimento dessa pesquisa.

Aos meus parceiros e amigos de laboratorio, Camila, Fduardo e
Larissa, pelo convivio, amizade, companheirismo e pelo conhecimento

compartilhado.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Geral e Aplicada,
do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu e ao seu corpo

docente. Obrigado pela oportunidade.

A todos da Secdo de Pos-Graduacdo, em especial, ao Davi Miiller,

pela paciéncia e comprometimento.
A FAPESP, pelo apoio no desenvolvimento desta pesquisa.

Aos professores Dra. Mariana Casteleti Beraldo Massoli e Dra.
Cintia Regina Rodrigues Carignatto, por participarem de minha

banca de qualificacdo.



E por fim, a todos que contribuiram, direta ou indirvetamente,

para a realizacdo desse trabalho. Muito obrigado.



O periodo de maior ganho em conhecimento e experiéncia é o periodo
mais dificil da vida de alguém. (Dalai Lama)



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 Micronucleo, 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 alteraces 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 eritrocitos 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 romd, 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 o 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



21

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 Organiza¢do 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 citotdxicos. Um
exemplo é a popularmente conhecida como espinheira-santa, a Maytenus ilicifolia. Essa
planta é utilizada na medicina popular no tratamento de gastrite, Ulceras e dispepsia.
Essa planta medicinal possui trabalhos cientificos que comprovam sua acdo terapéutica,
mas também encontramos um trabalho onde o extrato dessa planta nas concentracdes de
500 e 1000 pg/ml demonstrou toxicidade em cultura de heméacias (COLACITE, 2015)..
A Schinus terebinthifolia, conhecida popularmente como aroeira, € utilizada na
medicina popular no tratamento de inflamac@es e diarreias, e apesar de possuir trabalhos
cientificos que comprovem sua acdo terapéutica, essa também demonstrou toxicidade
em cultura de hemécias nas mesmas concentracdes 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 realizacdo 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 relagdo a

toxicidade genética, sdo mais escassos ainda.
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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 (sdo): 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 € uma opcdo. 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 P6s-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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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (in vivo)

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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