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RESUMO

As plantas medicinais sdo um importante recurso terapéutico para a medicina popular, bem
como, para a industria farmacéutica. Dentre estes organismos, as folhas de Ginkgo biloba L.,
amplamente comercializadas e consumidas como cha e na forma industrializada, sdo muito
utilizadas no tratamento e prevengdo de disturbios cognitivos, cardiopulmonares e
labirintopatias. Por sua ampla utilizacdo, torna-se relevante avaliar a toxidade em nivel celular
deste recurso farmacéutico, com énfase a forma industrializada, uma vez que, os aditivos
excipientes associados a produtos naturais, em geral, durante a industrializa¢do, sao
escassamente estudados quanto aos seus potenciais toxicos. Dessa forma, avaliou-se, por meio
das células meristematicas de raizes de Allium cepa, nos tempos de andlise 24 ¢ 48 horas, a
citotoxicidade e genotoxicidade do ché de folhas de ginkgo — nas concentragdes 2,1; 4,2 ¢ 8,4
g/L, assim como de folhas aditivadas na forma de comprimidos, provenientes de dois
laboratérios farmacéuticos — nas concentragdes 2,0; 4,0 e 8,0 g/L. Verificou-se que o cha nas
concentragdes avaliadas, nos dois tempos de exposi¢ao considerados, ndo ocasionaram inibi¢ao
da divisao celular e nem altera¢des celulares aos meristemas de raizes. Diferentemente, para os
ginkgo industrializados todas as concentragdes causaram efeito antiproliferativo significativo
aos tecidos avaliados logo no menor tempo de analise considerado. Nao foram evidenciadas
alteracdes celulares em niimero significativo nos tecidos expostos as concentracdes de ginkgo
avaliadas. Com base nesses resultados, observa-se que os G. biloba industrializados foram
significativamente toxicos as células de 4. cepa Estes resultados, apesar de preliminares, sdo
importantes, uma vez que, ndo existem, até o0 momento, estudos de toxicidade em nivel celular

do ginkgo como produto farmacéutico.

Palavras-chave: Planta medicinal, Ginkgo biloba L., Excipientes, Citotoxicidade,
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ABSTRACT

Medicinal plants are an important therapeutic resource for folk medicine as well as for the
pharmaceutical industry. Among these organisms, Ginkgo biloba L. leaves, widely marketed
and consumed as tea and in the industrialized form, are widely used in the treatment and
prevention of cognitive, cardiopulmonary and labyrinth disorders. Because of its wide use, it is
relevant to evaluate the cellular toxicity of this pharmaceutical resource, with emphasis on the
industrialized form, since the excipients additives associated with natural products, in general,
during industrialization, are scarcely studied as to their Toxic potential. In this way, the
cytotoxicity and genotoxicity of the ginkgo leaf tea - at concentrations of 2.1, - were evaluated
by the meristematic cells of Allium cepa roots at the 24 and 48 hour analysis times; 4.2 and 8.4
g / L, as well as sheets added in the form of tablets, from two pharmaceutical laboratories - at
concentrations 2.0; 4.0 and 8.0 g/ L. It was found that tea at the concentrations evaluated at the
two exposure times considered did not cause inhibition of cell division and no cellular
alterations to root meristems. In contrast, for industrialized ginkgo, all concentrations caused a
significant antiproliferative effect on the tissues evaluated in the shortest analysis time. No
significant cellular changes were observed in tissues exposed to ginkgo concentrations
evaluated. Based on these results, it is observed that industrialized G. biloba were significantly
toxic to A. cepa cells. These results, although preliminary, are important, since, at present, there

are no toxicity studies at the cellular level Of ginkgo as a pharmaceutical.

Keywords: Medicinal plant, Ginkgo biloba L., Excipients, Cytotoxicity, Genotoxicity.
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INTRODUCAO

E de longa data que as folhas de Ginkgo biloba L. (Familia Ginkgoaceae), espécie nativa de
paises orientais, como China e Japdo, sdo utilizadas em todo o mundo, na forma de cha e em
formulagdes industrializadas, para o tratamento e prevencdo de disfun¢des cardiopulmonares,
labirintopatias e patologias desencadeadas pelo envelhecimento. Esta planta, popularmente
denominada de ginkgo ou nogueira-do-japao, possui altas concentracdes de flavonodides e
lactonas terpénicas em suas folhas, e configura-se entre os fitoterapicos mais consumidos no
Brasil (SILVA, 2013; DAMASCENO, 2013, POLANSKI et al., 2016).

Formulagdes de uso interno, como as do extrato seco de folhas de ginkgo comercializadas em
comprimidos, durante a industrializa¢ao, sdo aditivadas por compostos quimicos excipientes de
acdes corante, aromatizante, edulcorante, conservante e estabilizante, que sdo ingredientes
inativos destituidos de propriedades terapéuticas e adicionados intencionalmente, a fim de
tornar medicamentos palataveis e protegidos da a¢cdo de microrganismos (VASCONCELOS et
al., 2012). Estes ingredientes, por muitas décadas foram considerados in6cuos ao ser humano
por comporem formulagdes medicamentosas em baixas concentragdes. Porém, pesquisas, como
a de Vasconcelos et al. (2012) e Anastacio et al. (2015), mostraram que tais substancias tém
potencial em promover reagdes adversas ao organismo. Ademais, o Ministério da Satide (MS)
declara que em razdo da escassez de estudos toxicoldgicos, até o momento, 0s compostos
excipientes suscitam muitas davidas quanto aos seus potenciais efeitos toxicos em nivel celular
(BRASIL, 2007, SALES et al., 2017). Este 6rgdo regulamentador ainda destaca a relevancia e
preméncia na realizagdo de pesquisas, que por meio de bioensaios adequados, avaliem os efeitos
citotdxicos e genotdxicos de produtos aditivados por tais ingredientes.

Os sistemas testes vegetais sdo considerados bastantes sensiveis para o monitoramento dos
efeitos citotoxicos de compostos quimicos (CAMPOS-VENTURA; MARIN-MORALES,
2016), e a Allium cepa L. (cebola), por meio da regido meristematica de suas raizes, ¢ tida no
meio cientifico como um eficiente organismo teste para a avaliagdo de toxicidade aguda em
nivel celular, bem como da agdo de substancias de interesse frente a diferentes exposi¢des das
raizes a droga sabidamente indutora de danos nesse bioensaio (NEVES et al., 2014; BIANCHI
et al., 2015). Este organismo de prova possui excelentes propriedades cinéticas de proliferacao,
cromossomos grandes e em nimero reduzido (2n=16) o que facilita a deteccdo de aberragdes
celulares e de fuso mitotico (LACERDA et al., 2014; TABREZ et al., 2011). Também permite
a verificagdo de alteragdes no indice de divisao celular ou mitético quando exposto a compostos
quimicos com potencial acdo citotoxica (GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).
Portanto, como base no que foi abordado, objetivou-se na presente pesquisa avaliar em nivel

celular, por meio das células meristematicas de raizes de 4. cepa, a citotoxicidade e

Introdugao n



genotoxicidade do medicamento fitoterapico G. biloba, na forma de comprimidos, procedentes
de dois laboratorios farmacéuticos de renome no mercado de medicamentos, assim como a
avaliacdo do cha do ginkgo na sua forma in natura, por meio das folhas secas, obtido em

ervanario reconhecido pelo MS.
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REFERENCIAL

TEORICO

Desde o inicio da historia da humanidade o uso de espécies vegetais para fins medicinais era
utilizado no tratamento e cura de varias patologias e passou a ser uma pratica empregada por
grande parte da populacdo mundial como alternativa nas medicinas tradicionais (ROSSATO et
al.,, 2012; OLIVEIRA & LEHN, 2015), estas plantas assim como suas formulacdes de
preparados caseiros podem ser encontradas em mercados e feiras livres (LIMA, 2016).
Entretanto as informagdes sobre os efeitos nocivos, as agdes toxicas € 0 consumo concomitante
(automedicacdo) dessas plantas na maioria das vezes sem prescricdo médica, demostram um
fator preocupante a satide publica (BEZERRA et al., 2012)

A maioria das plantas usadas com esse fim apresenta em sua composi¢do flavonoides,
alcaloides, terpenos, taninos e esterois, dentre outras substancias quimicas, que podem ser
potencialmente toxicas (MALAQUIAS et al., 2014). Segundo dados da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) cerca de 11% das drogas essenciais dos medicamentos sdo originados das
plantas, uma boa parte destas sdo arranjados de precursores naturais e apresentam metabdlitos
secundarios que agem de forma direta e indireta no organismo do individuo, podendo dificultar
ou intensificar importantes alvos moleculares e celulares (BRASIL, 2016).

Segundo a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o uso das plantas pra fins
terapéuticos ¢ regulamentado nacionalmente pela Ministério da Satde (MS), (ANVISA)
(BRASIL, 2010). Com a evolucdo, estas passaram a ser algo bastante explorado no pais, no
entanto muitas vezes por falta de conhecimento das diferentes interagdes entre as mesmas, o
medicamento ndo apresenta informacgdes essenciais que garantem a seguranga de tais
compostos (BRASIL, 2010; ALMEIDA & SCHEFFER, 2012).

No decorrer dos tempos pesquisas cientificas e tecnologicas foram sendo realizadas em relagdo
as plantas medicinais utilizadas na sua forma bruta ou através de extrato. Com isso, estas
passaram a ser objeto de estudo bioldgico, quimico contribuindo para a ampliacdo de uma
terapéutica moderna (PEREIRA, 2013).

As plantas utilizadas na forma in natura se ddo por meio de preparagdes caseiras que nao
apresentam nenhum tipo de reacdo adversa, pois nao sdo exibidas técnicas de manipulagcdo nem
administracdo de outras substancias, o consumo destas se dd através de chas, xaropes,
garrafadas, banhos. A outra maneira de utiliza¢do das plantas por meio extrato da-se o nome de
medicamentos fitoterapicos, que sdo obtidos dos principios ativos da droga vegetal e se
apresentam no mercado na forma de comprimidos ou capsulas que podem ser manipulados ou
industrializados (PEREIRA, 2013).

Segundo Ibiapina (2014) a terapéutica (fitoterapia) passou a tornar algo muito eficaz nos

programas de satde primaria, devido os medicamentos obtidos de plantas medicinais
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apresentarem baixo custo e serem menos nocivos a saude. De acordo com Pereira (2013) os
medicamentos naturais diferem de acordo com processo tecnoldgico empregado na sua
preparacdo, podem ser medicamentos fitoterapicos que sdo aqueles que ndo apresentam
substancias isoladas, ou contendo fitofArmacos que sdo substancias isoladas que exibe atividade
farmacologica e que interagem com o vegetal na prepara¢do do medicamento. Entretanto os
medicamentos naturais sdo constituidos de varios compostos quimicos a base de excipientes,
que tem por finalidades prevenir as alteragdes, retificar e/ou melhorar as caracteristicas
organolépticas, biofarmacotécnicas e tecnologicas do medicamento, além de garantir a
permanéncia e a eficdcia do produto por determinado tempo (BALBANTI, 2006).

Os excipientes ou aditivos sdo definidos como sendo substancias inativas que ndo
apresentavam acdo farmacologica ou toxicologica e portando ndo sdo visto como causador de
reacdes adversas ao ser humano, estes, porém sao utilizados em concentragdes muito baixas
que ndo demonstram tais efeitos com o seu uso (BALBANI, 2006). No entanto sdo os principais
responsaveis pelos efeitos que podem afetar o perfil de seguranca dos medicamentos, que
mesmo sendo de origem natural ndo estdo isentos de causar algum tipo de reagdo (BRASIL,
2010 a; ARAUJO & BORIN, 2012; SENA et al., 2014). Devido o uso indiscriminado e na
maioria das vezes a automedicagdo desses produtos, ou até mesmo o uso da propria planta de
maneira incorreta, os profissionais em saltde encontram sérias dificuldades em obter
informagdes de qualidade destes, assim como também boa precisdo de resultados de
determinada doenca (ALEXANDRE, 2005; DAMASCENO, 2013).

Todavia, segundo dados da OMS mostra que cerca de 25% dos remédios prescritos pelos
médicos tem indicios vegetal e que uma boa parte deste farmacos sdo considerados basicos e
essenciais no tratamento ou cura de varias enfermidades (DAMASCENO, 2013). O
medicamento extraido da planta Ginkgo biloba ¢ um dos mais vendidos e consumidos no mundo
(OSHIO, 2014), esta planta ¢ popularmente conhecida como ginkgo e nogueira- do- japao
(DAMASCENO, 2013), sendo uma espécie nativa da Asia e considerada um “fSssil vivo”’
devido ser o mais antigo vegetal encontrado na Terra tanto na China como na Asia a cerca de
200 milhdes de anos, esta denominacao ¢ devido ser um fossil similar aos encontrados no
periodo do Jurassico; a mesma pertence a familia Ginkgoaceae e ¢ a unica representante do filo
Ginkgophyta, que se enquadra ao grupo das gimnospermas (BANOV et al., 2006; LEITE ,2010;
PEREIRA, 2013; SANTOS, 2015).

O termo ginkgo vem da palavra sankyo, que na literatura chinesa tem significado de “damasco
de campo’’, ja o termo “biloba’’ ¢ devido o formato das suas folhas apresentar-se na forma
bilobuladas (SILVA, 2013); suas cores variam desde acinzentada, verdes- amarelada e amarelo-
dourada e chegam a medir cerca de até 7 cm de comprimento e 10 cm de largura, suas margens
podem ser inteiras (folhas mais jovens) ou lobadas (folhas mais antigas) (SANTOS, 2015).

A nogueira- do- japao pode ser encontrada em feiras livres ou drogarias, tanto na forma natural
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através das folhas secas como na forma industrializada por meio de comprimidos ou cépsulas
preparados do extrato da folha, mais precisamente denominado EGb 761 ( SILVA, 2013). O
EGDb 761 dispde de propriedades biologicas ou fisioldgicas a qual contém mais substancias
ativas e constituintes quimicos, tais como flavonodides, biflavonoides, terpendides lactonicos,
dipertenos, bilobalideos entre outras (BANOV, et al. 2006; LEITE ,2010).

Os medicamentos naturais obtidos através do EGb 761 devem apresentar no seu contetdo cerca
de 22-27% de ginkgoflavondides e 5-7% de terpelactonas; entretanto os ginkgolideos A, B, C
e J bilabolideos s6 devem aparecer em tais medicamentos em uma concentracdo que nao
ultrapasse 5 ppm ( partes por milhdo), pois estes compostos apresentam um alto teor de
toxicidade (BANOV, et al. 2006; LEITE ,2010).

Os ginkgolideos, mas especificamente o ginkgolideos B age inibindo a ativagdo plaquetaria o
que resulta na vasodilata¢dao endotelial; ja os flavonoides liberaram e recapturam a serotonina
(neurotransmissor), age impedindo os radicais livres e a formagao do 6xido nitrico, dentre mais
fungdes. Os efeitos causados pelos medicamentos a base de ginkgo estdo relacionados a tais
compostos que podem atuar individualmente ou em conjunto (SILVA, 2013).

Além das substancias bioldgicas e fisioldgicas do ginkgo, no seu processo de industrializagdo,
assim como nos diferentes firmacos, sdo adicionados compostos quimicos denominadas
excipientes que sdo inativos de poder terapéutico e que garantem ao produto o efeito esperado
e caracteristicas farmacologicas significativas (BALBANI, 2006). De acordo com Araujo,
Borin (2012) os excipientes em geral s3o compostos heterogéneos, dos quais agem
separadamente como moléculas simples ou em conjunto de misturas de complexos naturais,
sintéticos e semissintéticos, que na sua maioria apresentam certa probabilidade de ocasionar
efeitos adversos as suas propriedades (ARAUJO & BORIN, 2012).

Segundo Ramos, Morais (2013); Balbani (2006) os aditivos excipientes de uso interno mais
utilizado na fabricagdo de produtos farmacéuticos naturais sdo os conservantes, edulcorantes,
corantes, antioxidantes, aromatizantes, entre outros que tornam os medicamentos mais
resistentes a presen¢a de microrganismos, promovem uma maior durabilidade, favorecem a
adesdo ao tratamento de enfermidades, além de tornar tais compostos palataveis.

Os conservantes sdo compostos quimicos que sdo adicionados aos medicamentos durante a sua
fabricacdo com o objetivo de impedir o crescimento de microrganismos, evitando assim a sua
deterioracdo provocada por fungos (fungistatica) e bactérias (bacteriostatica), estes sdo
selecionados para o uso por meio de carater eliminatorio de acordo com o regulamento de uso
de substancias conservantes permitidas (HAYWOOD E GLASS, 2011). Neste grupo destaca-
se os parabenos (metilparabeno e propilparabeno) que sdo os mais utilizados na industria
farmacéutica, alimenticia e cosmética (BALBANI, 2006), sao incolores, inodoros,
hidrossoluveis e tém amplo espectro de a¢do, usados geralmente em concentragdes de 1% que

ndo ultrapassem composi¢do do medicamento (ARAUJO & BORIN, 2012).
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Outra substancia usada na produgdo de alimentos, bebidas e formulag¢des farmacéuticas sdo os
edulcorantes ou adocantes, estas proporcionam um sabor doce ao produto. Na industria
farmacéutica os edulcorantes sdo empregados em medicamentos liquidos e mastigaveis devido
apresentarem sabor normalmente desagradavel, os principais adogantes utilizados com esse fim
s30 a sacarose € 0s seus substitutos artificiais, tais como sorbitol, sacarina, ciclamato, aspartame
e lactose (GONCALVES, 2016). A sacarose além de conservante ¢ antioxidante que melhora
a viscosidade dos medicamentos liquidos, no entanto este composto apresenta algumas
desvantagens como a cristalizagdo durante a estocagem do medicamento e ndo podem ser
usados por pessoas com intolerancia a lactose, devido o sabor adocicado.

Na industria farmacéutica a coloragdo ¢ um dos atributos essenciais de consondncia com 0
principio ativo do medicamento, estes tém por funcdo melhorar o aspeto visual dos
medicamentos. Os corantes podem ser classificados como organicos sintéticos obtidos por
sintese orgénica, podendo citar os corantes azo - amarelo tartrazina, amarelo crepusculo,
eritrosina, indigocarmim, dentre outros; organicos naturais que sdo derivados de animais ou
plantas, tal como o corante vermelho carmim; e inorganicos obtidos através de substancias
minerais(BALBANI, 2006; GONCALVES, 2016).

O corante mais encontrado em medicamentos, cosméticos e alimentos, é o amarelo tartrazina
que possui estrutura quimica similar a dos benzoatos, salicilatos e indometacina, além do mais,
este corante pode desencadear hipercinesia em pacientes hiperativos e eosinofilia, o que € visto
como desvantagem (BALBANI, 2006).

Os antioxidantes como excipientes farmacéuticos sdo usados na protecdo da formulacio de
qualquer processo oxidativo, sua principal fun¢do ¢ impedir ou retardar processos oxidativos
do farmaco, no entanto alteram a funcdo dos demais excipientes presentes na formulagdo
(GONCALVES, 2016). Segundo Araujo, Borin (2012) os antioxidantes mais usados
frequentemente na induastria farmacéutica e de alimentos sdo os sulfitos (sulfito de sodio,
metabissulfito de potassio, metabissulfito de sodio, bissulfito de potassio e bissulfito de sdédio,
o BHA e o BHT), estes sdo os principais responsaveis por inimeras reagdes adversas ligadas a
medicamentos.

Quanto aos aromatizantes, tais sdo substancia que apresentam propriedades odoriferas que sao
capazes de verificar ou intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos (SALES et al., 2017).
Estes podem ser naturais ou artificiais, os naturais sdo extraidos de plantas (6leos essenciais) e
sabores naturais de frutas, ja os artificiais sdo aqueles que apresentam alcoois aromaticos,
aldeidos, balsamos, fenois, terpenos, etc. Estes compostos raramente provocam reagdes, pois
sdo empregados em concentragcdes minimas nos medicamentos (BALBANI, 2006).

Em vista das diferentes fungdes dos excipientes nos medicamentos, Gongalves (2016) mostra
que as segurancas destes estdo relacionadas com as interagdes fisicas e quimicas e com a

toxicidade dos mesmos, pois mesmo em concentracdes baixas eles apresentam a capacidade de
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iniciar, propagar ou participar das interacdes fisicas ou reagdes quimicas da formula
farmacéutica, o que pode desestabilizar ou degradar a forma do farmaco.

Para avaliag¢do da toxicidade, genotoxicidade de determinados produtos, devem ser realizados
testes antes que estes sejam introduzidos no mercado. Os bioensaios com plantas sdo testes
indicados pra tal finalidade; o sistema teste A/lium cepa (cebola comum) ¢ utilizado como
bioindicador neste ambito devido as caracteristicas de intensa proliferacdo celular, a regido
meristematica de suas raizes apresentarem um rapido crescimento e proliferacdo celular, além
de um grande niimero de cromossomos reduzido (2n= 16) o que permite a observagdo de
alteracdes cromossdmicas diante da exposi¢do dessas raizes a determinado produtos com
concentragdes pré- estabelecidas, além disso, este ¢ um teste facilmente manipulado e apresenta
vantagens em relacdo a outros testes de curto prazo (BAGATINI et al., 2007; LEME &
MARIN-MORALES, 2009; LACERDA, 2014; FIGUEREDO, 2014).

O sistema teste 4. cepa ¢ amplamente utilizado na deteccdo dos efeitos citotoxicos presentes
em plantas medicinais e seu derivados, as alteragdes cromossdmicas observaveis nas plantas
por meio deste teste muitas vezes estd relacionado a presenga de agentes mutagénicos na sua
composi¢do ou ao proprio metabolismo da planta. (BAGATINI et al., 2007). Ancia e Romao
(2016) em seus estudos de avaliacdo citotoxica e mutagénica da espécie Uncaria tomentosa
retrata que o sistema teste 4. cepa ¢ bem aceito para estudo de efeitos citotoxicos de plantas
medicinais, uma vez que as raizes meristematicas ficam em contato com a substancia testada,
permitindo assim analises de divisdo celular e de indice mitdtico em varias concentragdes.
Diante do exposto sobre os riscos toxicoldgicos do EGb 761, ressalta-se a importancia de
avaliar por meio das células meristematicas de raizes de A. cepa medicamentos fitoterapicos
industrializados de Ginkgo biloba de dois laboratdrios diferentes em concentragdes pré-
estabelecidas de g/L, além da forma in natura através das folhas secas de ginkgo em
concentragdes do cha em g/L. Os fairmacos assim como o ginkgo in natura foram escolhidos
para teste devido serem atualmente muito vendaveis em farmécias, hervanarios e feiras livres,
muitas das vezes sem prescri¢do médica, o que chamamos de automedicagdo, e por serem quase
inexistentes na literatura cientifica trabalhos de avaliacdo toxicoldgica e genotoxica de tais

produtos.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do Ginkgo biloba L. nas formas de cha e industrializado

As folhas secas do Ginkgo biloba, sem aditivagdo de excipientes artificiais, foram adquiridas
em ervanario, localizado na cidade de Teresina, Piaui, Brasil, especializado na comercializa¢ao
de produtos naturais. Na forma industrializada, o extrato das folhas de ginkgo comercializado
na forma de comprimidos, foi adquirido em uma farmécia do municipio de Picos, Piaui, Brasil,
representante de uma rede nacional de drogarias. Os produtos industrializados, oriundos de dois

laboratérios farmacéuticos (LF), foram discriminados na presente pesquisa pelas letras A e B.

Determinacio das concentracoes de Ginkgo biloba para analise da toxicidade em nivel
celular

Para determinacdo das concentragdes de ginkgo a serem analisadas quanto a toxicidade,
utilizou-se como parametro de defini¢do a forma de preparo e ingestdo indicada nos rotulos de
cada produto, sem aditivagdo e industrializado. Para o preparo do chd, sugeria-se misturar 4,2
gramas de folhas secas e moidas (Figura 1) a um litro de 4gua fervente. Assim, definiu-se trés
concentragdes do cha para analise, que foram 2,1; 4,2 e 8,4 g/L. Em relacdo ao ginkgo
industrializado referente aos laboratorios A e B, indicava-se ingerir um comprimido da planta
por dia. Assim, macerou-se um comprimido e o produto foi misturado a 1 litro de agua,
estabelecendo-se a concentragcdo de 4,0 g/L. A partir desta recomendagdo estabeleceu duas
outras concentragdes, 2,0 e 8,0 g/L.. Todas as concentracdes avaliadas forma preparadas em

agua destilada.

Figura 1- Folhas de Ginkgo biloba L. desidratadas, sem aditivacao.
Fonte: Autoria propria (2017)
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Figura 2 — Medicamento industrializado a base de folha de ginkgo.

Fonte: Autoria propria (2017)

Testes de citotoxicidade em células meristematicas de raizes de Allium cepa

Para a realizagdo das analises de toxicidade, incialmente bulbos de cebolas foram colocados em
frascos aerados com 4gua destilada a temperatura ambiente (£ 27°C) até a obtengdo de raizes
de 2,0 cm de comprimento (Figura 3). Para analise de cada amostra (concentracdo ou
tratamento) de ginkgo estabeleceu-se um grupo experimental com cinco bulbos de cebola.
Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas amostras de ginkgo algumas raizes
foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo. Em seguida, as raizes
restantes foram expostas em seus respectivos tratamentos por 24 horas, procedimento

denominado de tempo de exposicdo 24 horas.

Figura 3 — Bulbos de A/lium cepa colocados em copos aerados com agua destilada
para obtencdo de raizes com cerca de 2,0 cm.

Fonte: Autoria propria (2017)
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Apo6s 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as raizes
restantes de cada bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde permaneceram
por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposicao 48 horas. Apds este periodo,
raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicdo 24 e 48 horas foram
escolhidos com o intuito de avaliar a agdo dos ginkgo em mais de um ciclo celular. A fixagao
das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: dcido acético) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-
se, em média, trés raizes por bulbo.

As laminas me média 03 por bulbo foram feitas seguindo o protocolo proposto Guerra e Sousa
(2002) e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 400x. Para cada bulbo de cebola
analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle, tempo de exposicao 24
horas e tempo de exposi¢ao 48 horas de cada grupo de tratamento em analise. Assim, para cada
concentragdo de ginkgo analisou um total de 15.000 células. Foram observadas células em
interfase, profase, metafase, anafase e telofase. A partir desta andlise determinou-se o indice
mitotico (IM) por meio da seguinte equagdo (niimero total de células me mitose + numero total
de células analisadas) x 100. O valor do IM foi pardmetro para a determinacdo do potencial
citotoxico de G. biloba nas formas analisadas.

Ainda avaliou-se a genotoxicidade da planta por meio da frequéncia de alteracdes celulares ou
aberracdes de fuso mitotico, como Metafases C, Anafase multipolares, Pontes anéfasicas e
telofasicas, Amplificagdes génicas, Células com aderéncias, Brotos nucleares e Micronticleos.
Para a analise estatistica da citotoxicidade e genotoxicidade das amostras utilizou-se o teste do

Qui-quadrado (y2), com nivel de probabilidade <0.05.
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RESULTADOS E

DISCUSSAO

Conforme descrito na Figura 4, os meristemas de raizes expostos as trés concentracdes do cha
de G. biloba, nos tempos de exposi¢do 24 e 48 horas, quando comparados a divisdo celular
observada para seus respectivos controles, ndo tiveram seus indices mitdticos alterados.
Também ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os indices mitdticos obtidos
para os dois tempos de exposicdo de cada concentragdo avaliada do cha. Desse modo, pode-se
sugerir que os chds de ginkgo aqui avaliados ndo causaram citotoxicidade as células
meristematicas de raizes de 4. cepa. Também ndo se verificou alteragdes celulares nos tecidos

vegetais expostos a tais concentragdes.

VALORES DE INDICES MITOTICOS (%)
45 CHA DE Ginkgo biloba
40 02 382 37.9

35 3.1 99
3
2
2
15
10

2,1 g/L 4,2 g/L 8.4 g/mL

o o O

w

(@]

m Conftrole B Tempo de exposicdo 24 horas m Tempo de exposicdo 48 horas

Figura 4 — Valores de indices mitoticos em porcentagem obtidos, por meio de células
meristematicas de raizes de Allium cepa, para o cha de Ginkgo biloba nas concentragdes 2,1;

42e84 g/L.

Porém, as trés concentragdes de ginkgo referente aos LF A e B (Figuras 5 e 6), nos dois tempos
de analises considerados, reduziram expressivamente a divisao celular do tecido meristematico
quando confrontado aos indices mitoticos obtidos para os seus respectivos controles. Assim,
verifica-se diferenga de acdo do ginkgo in natura frente as suas formas industrializadas quanto
a toxicidade causada, visto que, os acrescidos de excipientes foram citotoxicos aos meristemas

avaliados logo nas menores concentragdes € no menor tempo de andlise estabelecido.
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VALORES DE INDICES MITOTICOS (%)
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Figura 5 — Valores de indices mit6ticos (IM) em porcentagem obtidos, por meio de células
meristematicas de raizes de Allium cepa, para o Ginkgo biloba industrializado, referente ao
laboratorio farmacéutico A (LF-A), nas concentracdes 2,0; 4,0 e 8,0 g/L. Os valores de IM

contornados diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles.

VALORES DE INDICES MITOTICOS (%)
“ Ginkgo biloba INDUSTRIALIZADO (LF-B)
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Figura 6 — Valores de indices mitoticos em porcentagem obtidos, por meio de células
meristematicas de raizes de Allium cepa, para o Ginkgo biloba industrializado, referente ao
laboratério farmacéutico B (LF-B), nas concentragdes 2,0; 4,0 e 8,0 g/L. Os valores de IM

contornados diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles.

De acordo com Carita & Marin-Morales (2008), alteragdes expressivas sdo desencadeadas

quando ha efeito antiproliferativo acentuado em tecidos de intensa proliferagdo com
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desempenho metabolico normal - tais como os meristematicas de raizes utilizados no presente
estudo - expostos a compostos quimicos com potencial em causar instabilidade genética,
comprometendo significativamente o crescimento e o funcionamento dos 6rgdos nos quais
estdo agindo. Ainda, Gomes et al. (2013); Sales et al. (2016); Moura et al. (2016) e Carvalho et
al. (2016) declaram que a inibicdo da proliferacdo celular desencadeada por compostos
citotoxicos, em tecidos de intensa proliferagdo celular e de funcionamento normal e/ou sem
alteracdes celular — podendo-se citar mais uma vez os meristemas de raizes utilizados como
bioensaios na presente pesquisa - ¢ prejudicial ao organismo por inibir ou limitar a reposi¢ao
de células, alterar a producgdo de proteinas e, consequentemente, resultar no mal funcionamento
do 6rgdo ou tecido onde esté localizada.

Nao foram observadas altera¢des celulares em niimero significativo nas células meristematicas
expostas as concentragdes dos medicamentos oriundos de LF A e B. Porém, Sales et al. (2016)
sugerem que a inibi¢do da divisdo em tecidos normais ocorrem pela agdo de agentes que afetam
a integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativo desarranjo
cromossdmico. Ao considerar que o principio do ciclo celular ¢ a formagao de células idénticas,
a producdo de células com alteracdo na estrutura e/ou no nimero cromossomico tornam o
funcionamento celular inviavel e tendem a ser eliminadas de tecidos com desempenho normal.
Tal condi¢do pode ser sugerida para explicar o resultado de efeito antiproliferativo frente a
frequéncia ndo significativa de alteragdes celulares observada no presente estudo.

Segundo o MS (2007), dentre os excipientes amplamente utilizados em medicamento em geral,
estdo o alcool benzoico, diluente responsavel por manter a uniformidade e facilitar a
incorporacdo e dispersdo de aromas concentrados nos farmacos. Demir et al., (2010)
verificaram que este alcool em altas concentracdes promoveu danos significativos ao fuso
mitotico, e, consequentemente, a divisdo celular de sangue periférico humano. Outro diluente
comumente utilizado na industria farmacéutica ¢ o diacetil (2,3-butadiona). Whittaker et al.
(2008) citam que este composto em ensaio de mutagdo génica em linfoma de ratos, causou
danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células, causando perda de expressao dos
genes para enzima timidina-quinase nesses animais. Ainda, More et al., (2012) verificaram que
o diluente diacetil teve o potencial de substituir bases de timina por guaninas em regides de
eucromatina e de ocasionar o rompimento de pontes de hidrogénio e de dissulfeto em estrutura
terciaria de enzimas envolvidas no processo de divisdo celular.

Entre os conservantes presentes em medicamentos estdo o benzoato de potassio, benzoato de
sodio e nitrato de potasio (Brasil, 1999), compostos que, segundo Mpountoukas et al., (2010) e
Zequin et al., (2011), foram clastogénicos, mutagénicos e citotoxicos as células normais de
sangue periférico humano. Também estdo presentes o 4cido bdrico, acido citrico, citrato de
potassio e citrato de sodio (Brasil, 1999) que, de acordo Tiikoglu (2007), acarretaram reducao

significativa ao indice de divisdo celular das células de meristemas de raizes de A. cepa,
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mostrando-se citotoxicos a este sistema teste.

Para os corantes, os Unicos autorizados para uso em produtos farmacéuticos em geral sdo o
Amarelo Crepusculo, a Tartrazina e Vermelho 40, aditivos azoicos por conterem o grupamento
azo, um derivado nitroso com a propriedade de produzir amina aromatica e acido sulfanilico,
bem como, o Ponceau 4R, Eritrosina e o Azul brilhante (Colorcon, 2010). Estes seis corantes
demonstraram potencial em alterar o turner-over das células durante a intérfase, inibindo
expressivamente a divisdo celular, e no processo de hiperplasia regenerativa, o que contribuiu
de forma significativa para o desenvolvimento de canceres no trato digestorio de roedores
(Sardi et al., 2010).

Os trés corantes azoicos também demonstraram significativo efeito citotoxico e genotoxico as
células meristematicas de raizes de Allium cepa, uma vez que, causaram inibi¢do da divisao
celular e induziram alteragdes celulares as células deste sistema teste (Pan et al., 2011; Gomes
et al., 2013). Ainda, Morrison et al. (2011) constataram que a Tartrazina, o Ponceau 4R e a
Eritrosina tiveram potencial de promover alteragdes na divisdo celular em células da tiredide
de roedores, em fun¢do de liberar uma grande quantidade de iodo no organismo destes animais.
Sasaki et al. (2002) verificaram que o corante eritrosina, em doses baixas e em tratamento
agudo, foi altamente toxico as células do estobmago, colon e bexiga de ratos Wistar.

Quanto aos edulcorantes permitidos como excipientes encontra-se o aspartame, o ciclamato de
sodio, o acesulfame de potéssio e a sacarina sédica (Balbiani et al., 2006; Vasconcelos et al.,
2012; Colorcon, 2010). Van EyK et al. (2015), verificaram, por meio das linhagens celulares
Caco-2 (células de colon), HT-29 (células de colon) e HEK-293 (células de rim), que estes
edulcorantes foram citotdxicos e genotdxicos as células estudadas. Corroborando aos resultados
destes pesquisadores, Sasaky et al. (2002), através do teste do cometa, observaram que o
sacarina sodica e o ciclamato de sodio foram genotéxicos e mutagénicos as células de colon de
roedores, reduzindo significativamente a divisdo celular do tecido analisado.

Assim, os resultados de toxicidade em nivel celular observados excipientes utilizados em
medicamentos em geral obtidos pelo autores citados corroboram ao resultados de citotoxicidade

observado no presente estudo.
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CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo por meio das células meristematicas de raizes de 4. cepa
mostraram que os G. biloba industrializados avaliados tiveram significativo potencial em
ocasionar toxicidade as células meristematicas de raizes de A. cepa em todas as concentragdes
avaliadas, inclusive aquelas indicadas para uso pelos laboratdrios farmacéuticos.

Tais resultados sinalizam a necessidade de se avaliar os produtos farmacéuticos de ginkgo em
sistemas testes animais, a partir de tratamentos com maiores tempos de exposi¢do, para
verificagdo e aprofundamento dos resultados aqui obtidos.

E importante ressaltar que os resultados obtidos aqui de instabilidade genética causada pela
acao dos ginkgo industrializados sdo de grande relevancia uma vez que ndo existem, até a

presente data, estudos de toxicidade publicados envolvendo tais produtos farmacéuticos.
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