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RESUMO

Ceiba speciosa (MALVACEAE) € uma espécie arblrea que ocorre nas regides centro-
oeste, sudeste e sul do Brasil, sendo empregada principalmente para fins
ornamentais. O cha das cascas da espécie é amplamente consumido na regido
noroeste do Estado do Rio Grande do Sul para a reducao dos niveis sanguineos de
colesterol e prevengao do aumento dos mesmos. Embora a planta tenha um amplo
uso popular na regido, ndo ha relatos na literatura cientifica sobre as suas acdes
farmacoldgicas ou dados de toxicidade, impossibilitando a avaliagdo do risco/
beneficio no emprego terapéutico de C. speciosa. Assim, os objetivos deste trabalho
foram verificar se o tratamento com extrato aquoso das cascas de Ceiba speciosa por
14 dias €é capaz de prevenir o aumento dos niveis sanguineos de colesterol em ratos
com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol, avaliar a influéncia da administragao
do extrato aquoso (28 dias) em ratos normais e realizar a investigacao preliminar da
toxicidade da espécie. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal do Pelotas (CEEA 5747-
2015). O extrato aquoso foi obtido por decoccdo em agua destilada e posterior
liofilizacdo, obtendo-se o extrato aquoso liofiizado de C. speciosa (EALCS).
Primeiramente, ratos Wistar foram divididos em 4 grupos: controle negativo tratado
com solucdo salina (CS), controle positivo (CP), grupo tratado com EALCs 200mg/Kg,
e grupo tratado com EALCs 400mg/Kg. Os animais dos grupos tratados receberam o
extrato aquoso liofilizado de C. speciosa (200mg/Kg e 400mg/Kg), por gavagem,
durante 14 dias. Posteriormente, a hipercolesterolemia foi induzida com uma Unica
administracdo intraperitoneal de Tyloxapol, nos grupos tratados e no grupo controle
positivo. Todos os animais foram eutanasiados 48 horas apds a administracdo do
Tyloxapol, tendo o sangue coletado para as analises bioquimicas (colesterol, glicose,
triglicerideos, ureia e creatinina). Na segunda parte do estudo, os ratos foram divididos
em trés grupos: grupo controle negativo (CS), grupo tratado com EALCs 200mg/Kg e
grupo tratado com 400mg/Kg. O grupo controle negativo recebeu solucéo salina e os
grupos tratados receberam o EALCs por gavagem durante 28 dias. O sangue coletado
apos a eutanasia dos animais foi empregado para a determinacdo dos niveis
sanguineos de colesterol e glicose. O figado e o rim foram removidos e empregados
para a avaliagdo preliminar da toxicidade da espécie (mutagenicidade e
genotoxicidade). Os resultados obtidos neste estudo foram analisados através do
software estatistico Graph Pad Prism 5.0. O extrato aquoso liofilizado de C. speciosa
nao foi capaz de impedir o aumento dos niveis sanguineos de colesterol, mas a dose
de 200mg/Kg reduziu significativamente o0s niveis de glicose em ratos com
hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol quando comparados ao controle positivo.
O extrato da espécie ndo alterou os niveis sanguineos de colesterol de ratos normais,
porém aumentou significativamente os niveis de glicose nas duas doses testadas. C.
speciosa ndo promoveu altera¢cdes mutagénicas em tecido hepatico ou renal. Porém,
0 extrato EALCs 400mg/Kg induziu danos ao DNA no tecido hepético, sugerindo acao
genotoxica. Os resultados deste trabalho ndo permitem confirmar ou descartar a
atividade hipocolesterolémica de C. speciosa, mas fornecem informacdes importantes
no que diz respeito a seguranca da populacédo que consome regularmente a espécie.

Palavras chaves: Ceiba speciosa, colesterol, glicose, toxicidade, uso popular



ABSTRACT

Ceiba speciosa (MALVACEAE) is a tree species that occurs in the central-west,
southeastern and southern regions of Brazil, being used mainly for ornamental
purposes. The bark tea of the species is widely consumed in the northwest region of
the State of Rio Grande do Sul for reducing blood cholesterol levels and preventing
their increase. Although the plant is widely used in the region, there are no reports in
the scientific literature about their pharmacological actions or toxicity data, making it
impossible to evaluate the risk/benefit in therapeutic employment of C. speciosa. Thus,
the objectives of this work were to verify if the treatment with aqueous extract of the
barks of Ceiba speciosa for 14 days is able to prevent the increase of blood cholesterol
levels in rats with hypercholesterolemia induced by Tyloxapol, evaluate the influence
of aqueous extract administration (28 days) on normal rats and carry out preliminary
investigation of the toxicity of the species. This work was approved by the Commission
of Ethics in Animal Experimentation (CEEA) of Universidade Federal do Pelotas
(CEEA 5747-2015). The aqueous extract was obtained by decoction in distilled water
and subsequent lyophilization, obtaining the lyophilized aqueous extract of C. speciosa
(EALCSs). Firstly, Wistar rats were divided into 4 groups: negative control treated with
saline solution (CS), positive control (CP), group treated with EALCs 200mg/kg, and
group treated with EALCs 400mg/kg. The animals in the treated groups received C.
speciosa lyophilized agueous extract (200mg/kg and 400mg/kg) by gavage for 14
days. Subsequently, hypercholesterolemia was induced with a single intraperitoneal
administration of Tyloxapol in the treated and positive control groups. All animals were
euthanized 48 hours after administration of Tyloxapol, and blood was collected for
biochemical analyzes (cholesterol, glucose, triglycerides, urea, and creatinine). In the
second part of the study, the rats were divided into three groups: negative control group
(CS), group treated with EALCs 200mg/kg and group treated with 400mg/kg. The
negative control group received saline solution and the treated groups received the
EALCs by gavage for 28 days. The blood collected after the euthanasia of the animals
was used to determine blood levels of cholesterol and glucose. The liver and kidney
were removed and used for preliminary evaluation of the species toxicity (mutagenicity
and genotoxicity). The results obtained in this study were analyzed through the
statistical software Graph Pad Prism 5.0. The lyophilized aqueous extract of C.
speciosa was not able to prevent the increase of blood levels of cholesterol, but the
dose of 200mg/kg significantly reduced the glucose levels in rats with Tyloxapol-
induced hypercholesterolemia when compared to the positive control. The extract of
the species did not alter the blood levels of cholesterol in normal rats, but significantly
increased the glucose levels in the two doses tested. C. speciosa did not promote
mutagenic changes both in hepatic and renal tissue. However, the extract EALCs
400mg/kg induced DNA damage in the hepatic tissue, suggesting genotoxic action.
The results of this work do not confirm nor discard the hypocholesterolemic activity of
C. speciosa, but provide important information regarding the safety of the population
that regularly consumes the species.

Keyowords: Ceiba speciosa, cholesterol, glucose, toxicity, popular use
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1INTRODUCAO

A histéria do uso de plantas para fins medicinais € relatado em diferentes
épocas da evolu¢do humana, demonstrando assim, 0 seu emprego como instrumento
de cura e prevencao para diversas patologias (LEITE, 2009; OZKAN et al., 2016). Com
isso, o interesse cientifico em estudos relacionados a atividade farmacoldgica,
toxicidade e composicdo quimica das ervas medicinais tem aumentado nos ultimos
anos, ja que muitas plantas séo utilizadas pela populagcdo mesmo sem comprovagao
da sua eficacia e seguranca. Por apresentarem um grande niumero de moléculas com
potencial terapéutico, as espécies vegetais contribuem na busca de novos produtos
biologicamente ativos, havendo relatos de produtos naturais com efeito
hipoglicemiante, hipotensor, hipocolesterolémico, entre outros, que estdo amplamente
relacionados com sua complexa composi¢ao quimica (P1ZZIOLO, 2011; NTCHAPDA
et al., 2015).

O risco de doencas cardiovasculares tem aumentado no Brasil e ganhado
atencao especial, principalmente pela morbimortalidade demonstrada na sociedade
(MATOS et al., 2005). A hiperlipidemia é uma das causa de doencas cardiovasculares,
como o desenvolvimento de aterosclerose, infarto agudo do miocardio ou hipertenséo
(DURAIPANDIYAN, 2016). Uma variedade de medicamentos € utilizada para o
tratamento da hipercolesterolemia; porém, devido seu alto custo e os diversos efeitos
adversos, pesquisadores tém se empenhado na busca por produtos de origem natural
gue tenham efeito na diminuicdo de niveis sanguineos de colesterol (SCHNEIDER et
al., 2015; MUKTHAMBA e SRINIVASAN, 2016; GARCIA et al., 2016). Plantas
utilizadas na medicina tradicional sdo consideradas seguras, baseadas no seu longo
uso no tratamento de doencas e no conhecimento adquirido durante séculos. No
entanto, pesquisas recentes demonstram que elas podem ser altamente toxicas,
mutagénicas e cancerigenas (EZURUIKE e PRIETO, 2014; PENG, ZHANG, ZHOU,
2016). Sendo assim €& imprescindivel investigar, além da composi¢cdo quimica e
avaliacao farmacologica, os dados toxicologicos que garantam o0 uso seguro e eficaz
de plantas medicinais.

Neste contexto, as cascas de Ceiba speciosa (paineira) sdo utilizadas no
interior do estado do Rio Grande do Sul, na forma de cha ou adicionadas ao chimarréo,

para a reducdo e/ou manutencdo dos niveis sanguineos de colesterol. Contudo, a
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literatura ndo disponibiliza informacgfes cientificas a respeito de sua composi¢do
quimica, eficacia para esse fim e/ou dados sobre sua toxicidade.
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2 JUSTIFICATIVA

A fitoterapia consiste no uso de espécies vegetais e seus derivados com
finalidade terapéutica, constituindo uma pratica adotada desde os primordios da
humanidade (LEITE, 2009). A Organizacdo Mundial da Saude acredita que cerca de
80% da populacdo mundial tem como principal opcéo terapéutica o uso de plantas
medicinais, sendo que 0s principais fatores que contribuem para sua utilizagdo sao: o
alto custo dos medicamentos alopaticos, dificil acesso da populacdo a assisténcia
médica, bem como a tendéncia ao uso de produtos naturais (NICOTELLI et al., 2010).

No Brasil, a utilizacdo destes produtos também € impulsionada por outros
fatores, entre eles: a diversidade vegetal do pais; pelo facil acesso as diferentes
espécies, quer seja pela de comercializacdo destes produtos em feiras livres e
mercados publicos, quer seja pela possibilidade de cultivo nos quintais das
residéncias; e, principalmente, pelas profundas raizes culturais da populacéo
brasileira, através de crencas populares vindas de curandeiros, raizeiros, médiuns e
a propria tradigdo oral. Na maioria dos casos, plantas medicinais sdo consumidas na
forma de chés, que constituem a forma de preparo mais comum e frequente, infusdes
e garrafadas (extratos alcodlicos ou xaropes obtidos de varias plantas) (FRANCA et
al., 2008).

Erros de diagndsticos, identificacdo botanica incorreta, contaminag¢do, uso
irracional, plantio e armazenamento inadequado podem ser perigosos, levando a
superdose, inefetividade terapéutica e reacdes adversas, podendo também
comprometer a eficacia de tratamentos convencionais por conta de interacfes
medicamentosas (BALBINO e DIAS, 2010).

No Brasil, foi publicada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS), que tem por objetivo ampliar as
opcOes terapéuticas oferecidas aos usuarios do SUS. Na fitoterapia, tal politica prevé
incentivo a pesquisa e desenvolvimento de plantas medicinais e fitoterapicos,
priorizando a biodiversidade do pais, elaboracdo da Relacéo de Plantas Medicinais e
da Relacdo Nacional de Fitoterapicos, promocdo do uso racional de plantas
medicinais e dos fitoterapicos no SUS, disponibilizacdo de servicos relacionados com
a seguranca, eficacia e qualidade das plantas medicinais, entre outros (BRASIL,
2006).
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A populagdo em geral, tem a ideia errada de que as plantas medicinais n&o
causam efeitos nocivos a saude por serem produtos de origem natural. No entanto,
tendo em vista que os principios ativos das plantas medicinais sdo substancias
quimicas complexas e que apresentam atividade farmacologica sobre o organismo,
podem apresentar efeitos adversos, contra indicacdes, interacbes com farmacos
convencionais e toxicidade (NICOLETTI et al., 2010). Neste contexto, para assegurar
a seguranca dos medicamentos fitoterapicos (constituidos exclusivamente de
matérias primas vegetais), a Resolugédo n° 90 de 16/03/2004, publicou o “Guia para
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos”, com o objetivo de
padronizar métodos para os estudos de toxicologia pré—clinica com amostras
padronizadas do medicamento fitoterapico ou do derivado vegetal a partir do qual é
produzido (BRASIL, 2004).

Assim é evidente a importancia da conscientizacdo de pesquisadores, dos
profissionais da saude e da comunidade quanto a importdncia de estudos
direcionados a investigacdo a respeito da composicdo quimica, atividade
farmacoldgica, e principalmente da seguranca e eficacia das plantas medicinais, ja

gue seu uso muitas vezes € irracional e sem orientacdes da forma correta de uso.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencas cardiovasculares

As Doencas Cardiovasculares (DCV) sdo uma preocupacgcao mundial, tanto em
paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento, onde o seu crescimento
significativo tem maior impacto nas classes menos favorecidas, havendo assim
necessidade de intervencdes eficazes, de baixo custo e principalmente de carater
preventivo (REIS et al., 2016). Os principais fatores de risco que podem influenciar o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares sdo: predisposi¢cdes genéticas, idade,
tabagismo, niveis elevados de colesterol, presséo arterial elevada, sedentarismo,
dieta hipercaldrica e diabetes (OZKAN et al., 2016).

Os principais lipidios presentes no plasma humano séo: colesterol, ésteres de
colesterol, triglicerideos, fosfolipidios e os acidos graxos néo esterificados. Eles sédo
transportados na forma de lipoproteinas, sendo classificados de acordo com sua
densidade, sendo elas: quilimicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (KAJAL et al., 2016).

Entre as DCV, a hipercolesterolemia é caracterizada como a elevacao do
colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL) (CHEURFA
e ALLEM, 2015; MOCELIN et al., 2016).

O tratamento para individuos diagnosticados com hipercolesterolemia, envolve
a pratica de exercicios fisicos, dieta equilibrada e terapia farmacolégica baseada no
uso de estatinas isoladas ou em associacdo. Tais farmacos inibem a 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, interrompendo assim a converséao de
HMG-CoA em mevalonato, que € a etapa limitante da biossintese do colesterol (DU
SOUICH, ROEDERER, DUFOUR, 2017).

Entretanto as estatinas apresentam efeitos adversos e contraindicagoes,
especialmente relacionados a elevagédo dos niveis de enzimas hepéticas (PEREIRA
et al., 2015). Muitas espécies vegetais tém sido empregadas popularmente para o
tratamento e prevencdo da hipercolesterolemia, visto que medicamentos sintéticos

podem apresentar efeitos adversos e também um elevado custo (RATES, 2000;
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MOCELIN et al., 2016). Exemplo do uso de plantas com este efeito é apresentado por
Vijayaraj e colaboradores (2013) que avaliaram o extrato de flores de Cassia
auriculata em ratos e demonstraram efeito hipocolesterolémico apos 14 dias de
tratamento. De modo semelhante Harnafi e colaboradores (2007) avaliaram a
atividade hipolipidémica do extrato rico em polifendis de Ocimum basilicum
(manjericdo) em ratos. Os resultados do estudo indicam que O. basilicum pode conter
produtos polares capazes de reduzir as concentracfes de lipidios plasmaticos, e
sendo assim, ser benéfica para o tratamento de hiperlipidemia e aterosclerose.
Ibrahim e colaboradores (2016) avaliaram as atividades hipercolesterolemiante e
hipertrigliceridemiante de quatro extratos de Marrubium vulgare utilizando
hiperlipidemia induzida por Tyloxapol em camundongos. Apés 7 e 24 horas de
tratamento houve diminuicédo significativa dos niveis de colesterol total.

A Diabete Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia croénica, sendo considerada um problema de saude publica que afeta
milhdes de pessoas, e estd associada a complicacbes mais graves, como
hiperlipidemia, hipertenséo e aterosclerose (BARKAOUI et al., 2017). A maioria dos
casos de DM ocorre em dois tipos: tipo |, em que ndo ha producédo e secrecdo de
insulina pelas células beta do pancreas, conhecido como diabete mellitus dependente
de insulina, e o tipo Il, onde a insulina esta presente na corrente sanguinea, mas sem
exercer sua acao principal, diminuindo sua atuacédo em érgaos periféricos, conhecido
como diabete mellitus ndo dependente de insulina. O tratamento do DM tipo I, que é
hereditario, envolve a administracdo insulina injetadvel. No DM tipo I, o controle da
glicemia é obtido pela reeducacéao alimentar e uso de farmacos hipoglicemiantes orais
(MARIN-PENALVER et al., 2016; SATHASIVAMPILLAI et al., 2017). A hiperglicemia
€ a principal manifestacdo clinica da DM, mas também ocorrem diversas
anormalidades no metabolismo de VLDL, LDL e HDL (KHATUNE et al., 2016).

Atualmente farmacos sdo utilizados como hipoglicemiantes, porém, assim
como os medicamentos utilizados no tratamento das hiperlipidemias, apresentam
alguns efeitos adversos como hipoglicemia, distlrbios gastrointestinais e toxicidade
hepatica, que sdo os principais responsaveis pela falta de adesdo ao tratamento.
Nesse contexto, varias plantas tém sido estudadas como tratamentos alternativos com
custo mais acessivel, menor incidéncia de efeitos adversos e baixa toxicidade
(KHATUNE et al., 2016; KULKARNI e GARUD, 2016; RODRIGUES et al., 2012).
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Rodrigues e colaboradores (2012) realizaram pesquisa para identificar as
plantas que sdo mais utilizadas pela populacdo no Rio Grande do Sul para a
diminuicdo e/ou prevencdo da diabetes. Foram mencionadas 81 espécies de 42
familias de plantas, sendo que as mais citadas foram Bauhinia forficata (pata-de-vaca)
e Syzygium cumini (jambol&o).

Mais especificamente, alguns estudos avaliam a atividade hipoglicemiante das
plantas induzindo a hiperglicemia em ratos, como € apresentado por Kulkarni e Garud
(2016), que avaliaram a eficacia do tratamento de 28 dias com extrato aquoso das
folhas de Bauhinia variegata em ratos com hiperglicemia induzida pela administracéo
de estreptozotocina. Ao final do estudo, os autores concluiram que o extrato aquoso
teve atividade hipoglicemiante para diabetes tipo | e tipo Il. Kumar e colaboradores
(2012) investigaram a atividade antidiabética, antihiperlipidemica e antioxidante do
extrato metandlico de Amaranthus viridis (caruru), a planta é utilizada popularmente
nas Filipinas como laxante, analgésico, antiemético, diurético. Foram avaliadas as
doses 200 mg/Kg e 400 mg/Kg do extrato metanolico da espécie por 15 dias em ratos
com diabetes induzida com aloxano. Em ambas as doses do extrato houve diminui¢cao
significativa dos niveis de glicose e perfil lipidico em relacdo ao grupo controle,
sugerindo assim possivel atividade antidiabética e antihiperlipidémica. Em estudo
realizado por Chandran e colaboradores (2016), o extrato metandlico das cascas de
Syzygium calophyllifolium apresentou atividade hipoglicémica em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina apds tratamento de 15 dias. Confirmando assim o seu
uso popular como antidiabético.

A Sindrome Metabdlica (SM) é caracterizada como um conjunto de fatores de
risco cardiovascular, geralmente associado a deposicdo central de gordura e a
resisténcia a insulina. Para que um paciente seja diagnosticado com a SM, deve
apresentar de dois ou trés fatores relevantes como: obesidade central, hipertensao
arterial, glicemia alterada (ou diagnostico de diabetes) e dislipidemia
(MONTAZERIFAR et al., 2016). Ainda ndo se estabeleceu uma causa unica ou
multiplas causas para o desenvolvimento da SM, a hipétese mais aceitada para
descrever sua fisiopatologia € a resisténcia a insulina e a obesidade. A resisténcia a
insulina € quando ha defeito na acdo da insulina, resultando em uma hiperinsulemia
compensatoria para manter os niveis de glicemia normais. A insulina tem varias acdes
na regulacdo do metabolismo dos lipidios em individuos em condigbes normais,

entretanto em obesos ocorrem diversas alteragcdes na atuacdo de determinadas
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enzimas e no metabolismo lipidico. As principais alteragfes séo: niveis aumentados
de VLDL, em consequéncia a maior producao de triglicerideos pelo figado e ao menor
catabolismo, reducdo dos niveis e do tamanho de HDL (DEBOER e GURKA, 2017,
EYZAGUIRRE et al., 2011).

Segundo Vidigal e colaboradores (2013), a prevaléncia de SM no Brasil é de
29,6% entre a populacao adulta. Nos Estados Unidos, em 2010, a prevaléncia de SM
em adultos era de 22,6%, enquanto no Chile, Colémbia, México, Peru e Venezuela
revelou uma alta incidéncia de SM que variou de 12,3% a 42,7% (BELTRAN-
SANCHEZ et al., 2013).

3.2 Toxicidade de espécies vegetais

As plantas e seus derivados sdo amplamente utilizados desde os primérdios da
humanidade para diversas finalidades, principalmente para fins medicinais (OZKAN et
al., 2016). Um dos fatores que mais contribuem para o amplo uso popular dos produtos
naturais € o conhecimento empirico, transmitido de geracdo em geracdo (VEIGA
JUNIOR et al., 2005). O uso do termo “natural” contribui para o uso irracional das
plantas medicinais, pois a populacdo acredita que “nao faz mal para a salde porque
€ 100% natural”, porém esses produtos podem apresentar toxicidade, efeitos
adversos e interacdo com outras substancias (BALBINO e DIAS, 2010).

Franca e colaboradores (2008), relatam as principais plantas medicinais
utilizadas na cidade de Campina Grande — PB, além de verificar se os herbolérios
atuantes na cidade oferecem as informacdes necessarias a utilizacdo corretas dos
produtos naturais, se orientam a populacdo quanto a possibilidade de intoxicacdo ou
interacdo com os medicamentos alopaticos. Os autores concluiram que os herboléarios
tem conhecimento da maioria das plantas utilizadas pela populacdo, porém carecem
de informacdes acerca da indicagao correta desses produtos, dos efeitos colaterais e
toxicidade. Oliveira e Gongalves (2006) realizaram uma revisdo bibliografica e
entrevistas com a populacdo que faz uso de plantas medicinais que ja tenham sido
relatadas na bibliografia com potencial toxico. A maioria dos entrevistados acreditam
que plantas medicinais ndo sio téxicas, demonstrando que a ideia de que “produtos

naturais ndo fazem mal a saude” é uma realidade preocupante, sendo necessarias
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medidas efetivas para orientar sobre o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos.

Nos ultimos anos, tém aumentado os estudos in vitro e in vivo que avaliem os
parametros toxicologicos das plantas medicinais, afim de proporcionar seguranca e
eficacia no seu uso. Sendo realizados ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, visando avaliar a viabilidade celular, mutacéo genética e danos no
material genético (FONSECA e PEREIRA, 2004).

3.3 Ceiba speciosa

As arvores do género Ceiba pertencem a familia Malvaceae e sao geralmente
encontradas em zona de floresta tropical e amplamente utilizadas na medicina
tradicional da América do Sul, Oeste e Sul da india, Sri-Lanka e outros paises do
Sudeste Asiatico (LADEJI et al., 2003). No Brasil, sdo encontradas abundantemente
nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais (BELESKI-CARNEIRO et al., 2002).
Muitas espécies do género Ceiba apresentam uso popular. Ha relatos cientificos
sugerindo o efeito das folhas de Ceiba graziovii para tratamento de anemia
(CARTAXO et al., 2010). De acordo com Sanz-Biset e colaboradores (2009) duas
espécies sao utilizadas mna medicina popular da Amazénia peruana: Ceiba insignis,
gue é utilizada como diurético (para reduzir o peso), contra dores renais, doencas do
figado e reumatismo; e Ceiba samauma, usada para reumatismo. Entretant, estudos
mais aprofundados sdo necessarios para confirmar a atividade farmacol6gica e
efetividade dessas espécies.

Entre as espécies mais amplamente utilizadas, é possivel destacar Ceiba
pentandra. Ladeji e colaboradores (2003) avaliaram a atividade hipoglicemiante do
extrato aquoso das cascas desta espécie, administrado por via oral durante 28 dias
em animais com hiperglicemia induzida com estreptozotocina, concluindo que o
extrato aquoso de C. pentandra foi capaz de diminuir os niveis de glicose sanguineos,
sem apresentar toxicidade hepatica. Outro estudo in vivo avaliou o efeito
hipoglicemiante e anti-hiperglicémico do extrato etanélico das cascas de C. pentandra
nas doses de 200mg/kg e 400mg/kg em ratos diabéticos, por 21 dias. Segundo
Satyaprakash e colaboradores (2013), a planta possui um efeito hipoglicemiante na

dose de 200mg/kg e o extrato néo foi considerado toxico nesta dose.
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Ceiba speciosa (A. St. Hill) € uma espécie arbdérea, com ampla distribuicéo
geografica, nativa da regido tropical e subtropical da América do Sul. No Brasil, é
encontrada principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso do Sul, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (FANTI e PEREZ, 2004),
sendo conhecida como paineira-rosa, paineira, barriguda, paineira-fémea ou paineira-
de-espinho (BELESKI-CARNEIRO et al.,, 2002). Apresenta copa ampla, muito
ramificada, provida de densas folhas durante o verédo, flores de cor résea e tronco
revestido por aculeos conicos (LORENZI, 1998). Pela sua rusticidade e beleza de
florac&o, e devido ao tronco grosso, € muito utilizada para a ornamentacao de parques
e ruas (VELOSO et al., 1997; CAPPELATTI e SCHMITT, 2009). Estudos preliminares
a respeito da composicdo quimica da espécie é apresentada por Malheiros (2014),
que analisou os constituintes majoritarios do extrato aquoso das cascas de C.
speciosa por CLAE/DAD, revelando a presenca de flavonoides (quercetina, rutina e
canferol) e &cidos fendlicos (gélico, clorogénico, elagico e caféico). No noroeste Rio
Grande do Sul é encontrada na regido da floresta do Alto Uruguai, onde ha relatos de
seu uso popular para a reducao de niveis séricos de colesterol. Contudo néo existem
dados cientificos que comprovem seu efeito terapéutico e relatos cientificos acerca da

seguranca desta espécie.
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Figura 1 - Ceiba speciosa (paineira). A esquerda visdo completa da arvo direita, os aculeos
presentes no caule, caracteristico da espécie (Fonte: Google Imagens)
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do tratamento com extrato aquoso das cascas de Ceiba
speciosa sobre a reducdo e prevencdo do aumento dos niveis sanguineos de

colesterol em ratos e avaliar os efeitos mutagénico e genotdxico da espécie.

4.2 Objetivos especificos

Preparar extrato aquoso liofilizado de C. speciosa;

Administrar o extrato aquoso liofilizado de C. speciosa em ratos Wistar por 14
dias;

Induzir a hipercolesterolemia com Tyloxapol em ratos Wistar;

Avaliar a capacidade de C. speciosa em prevenir 0 aumento dos niveis de
colesterol em ratos tratados, empregando a determinacéo laboratorial dos niveis de
colesterol total, triglicerideos, glicose, creatinina, ureia em ratos hipercolesterolémicos

Administrar o extrato aquoso liofilizado de C. speciosa em ratos normais por 28
dias;

Avaliar os niveis de colesterol e glicose em ratos normais através de exames
laboratoriais;

Avaliar, in vivo, a genotoxicidade e a mutagenicidade do extrato aquoso
liofilizado de C. speciosa.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Material Vegetal

O material vegetal foi coletado na area rural da cidade de Santo Antdnio das
Missdes em Setembro de 2015. O material foi identificado pelo botanico Renato
Aquino Zachia, e uma amostra auténtica foi depositada no Herbério da Universidade
Federal de Santa Maria (SMDB 16.113).

5.2 Extrato Aquoso de C. speciosa

As cascas de C. speciosa fracionadas em pequenos pedacos foram secas em
estufa de ar circulante (40°C) e trituradas em moinho de facas. O material resultante
foi submetido a decocgéao (250 g de extrato vegetal e 1000mL de agua destilada), com
agitacdo periddica por 30 minutos apds o ponto de fervura até o esgotamento, de
forma semelhante ao preparo do cha no uso popular. Posteriormente, o extrato foi
filtrado e o liquido coletado foi seco por liofilizagcdo, dando origem ao extrato aquoso

liofilizado de C. speciosa (EALCS).

5.3 Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 300g e 360g, mantidos
em condicdes normais do biotério, sob temperatura controlada (22+2°C), iluminacao
em ciclo claro/escuro de 12 horas, ruidos minimos, umidade relativa (50 +5%) e racao
e agua ofertadas ad libitum. ApoOs o tratamento, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, o rim e o figado foram removidos e o0 sangue total coletado para as
analises bioquimicas.

Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal do Pelotas (CEEA 5747-2015), onde os

experimentos in vivo foram realizados, seguindo as normas éticas e técnicas de
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experimentacdo animal determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal e pela Lei n°® 11.794, de 08 de Outubro de 2008.

5.4 Avaliacéo da capacidade de prevencao do aumento nos niveis de colesterol
induzida por Tyloxapol em ratos

Os animais foram divididos em 4 grupos: controle saudavel (CS) (n = 5),
controle positivo (CP) (n =5), e tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa
200 mg/Kg (n = 5) e 400 mg/Kg (n = 5). O tratamento foi administrado por gavagem,
durante 14 dias. Os animais do grupo saudavel receberam apenas administracao
diaria de solucdo salina (0,9%). No 15° dia, a hipercolesterolemia foi induzida com
uma Unica administracao intraperitoneal de Tyloxapol 200 mg/Kg, nos grupos controle
positivo e tratados. Os ratos do grupo saudavel ndo receberam inducéo por Tyloxapol.
Todos os animais foram eutanasiados 48 horas ap6s a administracdo do Tyloxapol, o

sangue foi coletado para analises bioquimicas.

5.5 Avaliacéo da influéncia do extrato aquoso C. speciosa sobre parametros

bioquimicos e toxicolégicos em ratos normais

Os animais de experimentagédo foram divididos em trés grupos: grupo controle
negativo (grupo salina - CS) (n = 10), grupo tratado com extrato aquoso liofilizado de
C. speciosa 200 mg/Kg (EALCs 200mg/Kg) (n = 9) e grupo tratado com 400 mg/Kg
(EALCs 400mg/Kg) (n = 9). O grupo controle negativo recebeu solucéo salina e os
grupos tratados receberam 200mg/Kg e 400mg/Kg de extrato liofilizado de C. speciosa
por 28 dias. Posteriormente os animais foram eutanasiados, o sangue foi coletado e

o rim e o figado foram retirados.
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5.6 Avaliagéo da genotoxicidade pelo Teste Cometa

Para preparacgédo e andlises do teste cometa foi adotado protocolo descrito por
SINGH, 1995. Apoés eutanasia dos animais, o figado e o rim foram retirados e
fracionados. Uma pequena porcao do figado e rim foi lavada e armazenada em PBS
por 24 horas. Apés esse periodo, o tecido foi picado e transferido para tubos de ensaio
com 900pul de PBS e 100ul de tripsina, essa mistura foi centrifugada por 10 minutos e
retirado 10pl do sobrenadante obtido e adicionado 90 pl de agarose de baixo ponto
de fus&o. Essa mistura foi colocada em lamina de microscopio pré-revestida com
cobertura de agarose de alto ponto de fusdo e em seguida foi coberta com uma
laminula. Depois deixou-se secar por 2 dias e entdo colocada em solucao de lise por
duas semanas. Subsequentemente, as laminas foram incubadas em tampao NaOH
300mM e pH >13 e a corrida eletroforética foi realizada por 30 minutos, 300 mA, 25 V.
Em seguida as laminas foram neutralizadas e fixadas. Finalmente, o DNA foi corado
com solucao de nitrato de prata. As laminas foram analisadas em microscopio com
aumento de 400x, as células foram avaliadas visualmente e identificadas como, de
zero (sem danos) a quatro (dano maximo), de acordo com o tamanho e a forma da
cauda. Danos de DNA foram determinados como indice de Dano ao DNA (ID). O dano
ao DNA foi calculado a partir das células com diferentes classificacdes de danos
(Figura 02); o indice de dano varia de 0 (100 células x 0 quando n&o ocorreu dano) a
400 (100 células x 4, quando ocorreu 0 maximo de dano).

.

Head Tail

Figura 2 - Representacao ilustrativa de imagens do ensaio cometa em leucocitos humanos.Figura (a) -
célula intacta; (b) a (f) - célula com crescentes graus de dano ao DNA, classificadas de zero (dano
minimo) a quatro (dano méximo) (Fonte: Wan-lbrahim, 2010).
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5.7 Avaliacdo da mutagenicidade pelo Teste Micronicleo

Para avaliar parametros mutagénicos, foi adotado o teste de micronucleo, de
acordo com a técnica descrita por SCHMID,1975.

Através dessa técnica, as laminas foram analisadas em microscopio com
aumento de 1000x e classificadas de acordo com a presenca de células
mononucleadas com um, dois ou trés micronucleos, além de células em necrose e
apoptose. Os resultados sdo apresentados como indice de Divisdo Nuclear (IDN),
calculado de acordo com Fenech, 2000.

5.8 Analises bioquimicas

A determinacdo do colesterol total, triglicerideos, glicose, uréia, creatinina,
foram realizadas com kit comerciais das empresas Labtest® e Bioclin® em
equipamento automatizado ChemWell Labtest®, conforme as orientacdes do

fabricante e seguindo todos os critérios de controle de qualidade.

5.9 Anélise estatistica

Os resultados foram obtidos utilizando ANOVA de uma via com posterior teste
de Bonferroni, sendo considerados estatisticamente significativos valores de p<0,05.
Os resultados obtidos neste estudo foram analisados através do software estatistico
Graph Pad Prism 5.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Rendimento do extrato aquoso de C. speciosa

O extrato aquoso liofilizado de Ceiba speciosa (EALCs) apresentou um

rendimento de 2,06% em relacdo ao material vegetal seco.

6.2 Avaliacdo de parametros bioquimicos em ratos com hipercolesterolemia induzida

por Tyloxapol

Os niveis de colesterol dos grupos avaliados sdo apresentados na figura 3.
Houve aumento significativo dos niveis de colesterol no grupo CP (controle positivo)
e nos grupos tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa nas doses de
200mg/Kg e 400mg/Kg em relacdo ao grupo CS (controle saudavel). Ndo houve
nenhuma diferenca significativa entre o grupo CP e os grupos tratados EALCs
200mg/Kg e EALCs 400mg/Kg.

500+

Figura 3 - Niveis de colesterol. CS (controle saudavel) — animais tratados com solucao salina, CP
(controle positivo) — animais com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol 200mg/Kg, EALCs
200mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg
por 14 dias e hipercolesterolemia induzida, EALCs 400mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com
extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 400mg/Kg por 14 dias e hipercolesterolemia induzida. Onde
a<0,0001.
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Na figura 4 sd@o apresentados os niveis de triglicerideos dos animais
empregados no experimento. Foi possivel observar que houve um aumento
significativo no grupo CP e nos grupos EALCs 200mg/Kg e EALCs 400mg/Kg em
relacdo ao grupo CS. Nao houve nenhuma diferenca significativa quando comparado
0 grupo CP com os grupos tratados (EALCs 200mg/Kg e EALCs 400mg/Kg).
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Figura 4. Niveis de triglicerideos. CS (controle saudavel) — animais tratados com solu¢éo salina, CP
(controle positivo) — animais com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol 200mg/Kg, EALCs
200mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg
por 14 dias e hipercolesterolemia induzida, EALCs 400mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com
extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 400mg/Kg por 14 dias e hipercolesterolemia induzida. Onde
a<0,0001.

Na avaliacdo dos niveis de glicose, a figura 5 mostra que houve aumento
significativo da glicemia no grupo CP e no grupo EALCs 400mg/kg em relacdo ao
grupo CS. Entretanto, houve diminuicdo significativa dos niveis de glicose no grupo

EALCs 200mg/kg em relacdo ao grupo CP.
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Figura 5. Niveis de glicose. CS (controle saudavel) — animais tratados com solucdo salina, CP
(controle positivo) — animais com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol 200mg/Kg, EALCs
200mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg
por 14 dias e hipercolesterolemia induzida, EALCs 400mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com
extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 400mg/Kg por 14 dias e hipercolesterolemia induzida. Onde
a<0,0007.

No que diz respeito aos niveis de creatinina, foi possivel observar que néo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (figura 6),
demonstrando que o extrato agquoso de C. speciosa nao alterou este parametro. Na
figura 7 € possivel observar que houve aumento significativo dos niveis de ureia nos

grupos EALCs 200mg/kg e EALCs 400mg/kg em relacao ao grupo CS e grupo CP.
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Figura 6. Niveis de creatinina. CS (controle saudavel) — animais tratados com solucdo salina, CP
(controle positivo) — animais com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol 200mg/Kg, EALCs
200mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg

por 14 dias e hipercolesterolemia induzida, EALCs 400mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com
extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 400mg/Kg por 14 dias e hipercolesterolemia induzida.
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Figura 7. Niveis de ureia. CS (controle saudavel) — animais tratados com solugéo salina, CP (controle
positivo) — animais com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol 200mg/Kg, EALCs 200mg/Kg
(grupo tratado) — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg por 14 dias
e hipercolesterolemia induzida, EALCs 400mg/Kg (grupo tratado) — animais tratados com extrato

aquoso liofilizado de C. speciosa 400mg/Kg por 14 dias e hipercolesterolemia induzida. Onde
a,b<0,0001.
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6.3 Avaliacdo de parametros bioquimicos e toxicolégicos em ratos normais

6.3.3 Analise bioquimica

Para avaliacdo bioquimica, foram avaliados os parametros colesterol total e
glicose. Os niveis de colesterol sédo apresentados na figura 8, onde houve aumento
significativo no grupo EALCs 200mg/Kg em relacdo ao grupo CS. Na dose de
400mg/Kg, ndo houve aumento estatisticamente significativo dos niveis de colesterol
em relacdo ao grupo controle saudavel, demonstrando uma relacdo ndo dose

dependente no aumento nos niveis de colesterol em ratos normais.
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Figura 8. Niveis de colesterol em ratos normais. CS (controle salina) — animais tratados com solugéo
salina, EALCs 200mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg,
EALCs 400mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 400mg/Kg. Onde
a.b<0,0004.

A figura 9 mostra os niveis de glicose, onde houve aumento significativo nos
grupos EALCs 200mg/Kg e EALCs 400mg/Kg em relacdo ao grupo CS, e aumento
significativo do grupo EALCs 400mg/Kg em relagdo ao grupo EALCs 200mg/Kg,
mostrando-se como concentracdo dependente, ou seja, conforme ha o aumento da

dose testada, hd também o aumento dos niveis de glicose.
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Figura 9. Niveis de glicose em ratos normais. CS (controle salina) — animais tratados com solugéo
salina, EALCs 200mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg,
EALCs 400mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa 400 mg/Kg. Onde
a,b<0,0001.

6.3.4 Avaliacdo da mutagenicidade (Teste Micronucleo)

A contagem de micronucleos (figura 10) para os grupos testados no tecido
hepético ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos, bem como nao houve
diferenca entre as doses testadas. Resultado semelhante foi observado no Teste de
Micronucleo no tecido renal (figura 11), em gque ndo houve diferencas significativas
entre 0s grupos. Assim, sugere-se que nao houve inducdo de aberracbes

cromossbémicas nos tecidos hepatico e renal dos animais testados.

Frequéncia de Microntcleos
[ ]
1

Figura 10. Teste de Micronlcleo em tecido hepéatico de ratos normais. CS (controle salina) —
animais tratados com solugdo salina, EALCs 200mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso
liofilizado de C. speciosa 200mg/Kg, EALCs 400mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado
de C. speciosa 400mg/Kg.
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Freguéncia de Micronucleos

Figura 11. Teste de Micronlcleo em tecido renal de ratos normais. CS (controle salina) — animais
tratados com solugéo salina, EALCs 200mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C.
speciosa 200mg/Kg, EALCs 400mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa
400mg/Kg.

6.3.5 Avaliacdo da genotoxidade (Teste Cometa)

A partir do Teste Cometa (figura 12) no tecido hepatico, o extrato aquoso
liofilizado de C. speciosa na dose de 400mg/kg apresentou indice de dano ao DNA 2x

maior que o grupo saudavel, sugerindo dano de grau 4.
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Figura 12. Teste Cometa em tecido hepético de ratos normais. CS (controle salina) — animais
tratados com solucgéo salina, EALCs 200mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C.
speciosa 200mg/Kg, EALCs 400mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C.speciosa
400mg/Kg. Onde a<0,0103.

Na figura 13 € apresentado os resultados do Teste Cometa no tecido renal e

mostra que n&o houve dano ao DNA em nenhum dos grupos avaliados.
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indice do dano ao DNA

Figura 13. Teste Cometa em tecido renal de ratos normais. CS (controle salina) — animais tratados
com solucgdo salina, EALCs 200mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa
200mg/Kg, EALCs 400mg/Kg — animais tratados com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa
400mg/Kg.
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7 DISCUSSAO

A hiperlipidemia é caracterizada pelo aumento dos niveis de colesterol e das
lipoproteinas, sendo um dos maiores fatores de riscos das doengas cardiovasculares
(BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; KAI et al., 2015). Em funcéo disso, ha uma
procura por novos farmacos e produtos naturais para prevenir ou diminuir os danos
causados por problemas genéticos ou por dietas ricas em gorduras que levam a
hiperlipidemia (CHEURFA e ALLEM, 2015; ZHAO et al., 2015; PEREIRA et al., 2015).

Para isso, estudos com animais de laboratério tem sido realizados para
compreender a relagcdo entre as alteracbes do metabolismo dos lipidios e a
aterogénese e testar possiveis tratamentos para a redugcdo nos niveis de colesterol.
Um dos métodos para induzir a hipercolesterolemia é a dieta suplementada com
colesterol e acido célico, porém o tempo de inducdo ndo esta bem esclarecido na
literatura, podendo variar de 24 dias a 3 meses (MOCELIN et al., 2016; BELGUITH-
HADRICHE et al., 2016; SAMOUT et al., 2015; ZHAO et al., 2015; KAI et al., 2015;
MIRANDA et al., 2013; LEE et al., 2013). Outro método utilizado € a administracéo,
por via intraperitoneal, de Triton WR-1339®, também conhecido como Tyloxapol,
geralmente na dose 200mg/Kg, dissolvido em NaCl a 0,9%. Estudos relatam que os
niveis de colesterol e triglicerideos sdo aumentados em 48 horas apds sua aplicacédo
(VENKADESWARAN et al., 2014; DOUGNON et al., 2014; BERTGES et al., 2011;
PRIYADHARSINI, 2015). Pelo fato do Tyloxapol ter seu tempo de acao rapido e eficaz,
optou-se por induzir a hipercolesterolemia com essa substancia.

Sabe-se que ha através de relatos populares, o uso das cascas de C. speciosa
na regido noroeste do Rio Grande do Sul para prevenir e/ou diminuir os niveis de
colesterol, na forma de chas ou adicionado ao chimarrdo. Na primeira parte deste
estudo, foi avaliado a capacidade de prevengdo no aumento dos niveis de colesterol
em ratos submetidos ao tratamento com extrato aquoso liofilizado de C. speciosa nas
doses de 200mg/Kg e 400 mg/Kg por 14 dias e apoés inducéo da hipercolesterolemia.
Foi possivel verificar que nos grupos em que foi administrado o Tyloxapol, houve
aumento significativo dos niveis de colesterol e triglicerideos, confirmando assim sua
acao descrita por Priyadharsini (2015). Na comparagéao entre o grupo controle positivo
(hipercolesterolémico) e os grupos hipercolesterolémicos tratados (EALCs 200mg/Kg

e EALCs 400mg/Kg), ndo houve diferencas significativas, sugerindo assim que o
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extrato aquoso de C. speciosa nao foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de
colesterol e triglicerideos.

No uso popular, as cascas de C. speciosa séo frequentemente empregadas por
individuos com diagndstico de hipercolesterolemia, visando sua reducédo. Contudo, é
comum nas familias o consumo do cha também entre os individuos normais, pela
crenca de que o consumo da espécie impedira que os niveis sanguineos de colesterol
sejam aumentados pela dieta familiar.

Nos resultados apresentados C. speciosa ndo impediu ou reduziu 0 aumento
dos niveis de colesterol e triglicerideos em animais com hipercolesterolemia induzida
com Tyloxapol. Estudos citados anteriormente comprovam que o Tyloxapol aumenta
os niveis de colesterol e triglicerideos em 48 horas ap6s sua administracdo de forma
rapida e intensa (VENKADESWARAN et al., 2014; DOUGNON et al., 2014; BERTGES
et al.,, 2011; PRIYADHARSINI, 2015). Sugerimos que devido a esse brusca acéo do
Tyloxapol em aumentar os niveis dos parametros avaliados, o extrato de C. speciosa
nao conseguiu reverter esta rota metabolica. Talvez em inducbes com dieta
suplementadas, que levam de 25 dias a 3 meses de duracao, os niveis de colesterol
e triglicerideos aumentem de forma gradual, fazendo com que o extrato exerca sua
acao gradativamente nos animais. Sendo assim, € necessario experimentos in vivo
empregando outra metodologia, para entdo confirma ou descartar a atividade
hipocolesterolémica de C. speciosa.

Hipercolesterolemia e hiperglicemia estdo associadas ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e a sindrome metabolica (MONTAZERIFAR et al., 2016).
Nesse sentido foram avaliados também os niveis de glicose em ratos com
hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol. Houve aumento significativo dos niveis de
glicose no grupo em que a hipercolesterolemia foi induzida e no grupo tratado com C.
speciosa 400mg/Kg. Entretanto, no grupo tratado com extrato aquoso liofilizado de C.
speciosa 200mg/Kg houve diminuicdo significativa em relacdo ao grupo
hipercolesterolémico. Resultados semelhantes foram  apresentados por
Venkadeswaran e colaboradores (2014) em que os niveis de glicose tiveram
diminuicao significativa em ratos com hipercolesterolemia induzida por Tyloxapol e
tratados com extrato de Piper betle (pimenta bétele). O extrato das flores de Cassia
auriculata foi capaz de diminuir os niveis glicémicos em ratos hipercolesterolémicos
(VIJAYARAJ et al., 2013).
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Estudos com C. pentandra, espécie taxonbmicamente relacionada a C.
speciosa, demonstram gque o extrato de suas folhas apresenta acdo hipoglicemiante
em ratos com hiperglicémicos, sugerindo um efeito antidiabético (LADEJI et al., 2003;
SATYAPRAKASH et al., 2013). O fato do extrato aquoso liofilizado de C. speciosa ter
diminuido os niveis de glicose em animais com hipercolesterolemia induzida & um
resultado importante, que deve ser mais bem avaliado, j& que demonstra que a
espécie também atua sobre os niveis de glicose, devendo ser investigada em modelos
com animais hiperglicémicos.

Para avaliar a funcéo renal, foram determinados os niveis de ureia e creatinina.
Foi possivel observar que os niveis de creatinina ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. Entretanto, houve aumento significativo dos niveis de
ureia nos grupos tratados com C. speciosa € no grupo com hipercolesterolemia
induzida em relagéo ao grupo saudéavel. Os niveis séricos de ureia e creatinina sdo 0s
principais fatores para a determinacéo da eficacia da filtracdo glomerular e secrecéo
tubular proximal, quando ambos estdo aumentados, significa dano nas funcdes renais
(KHAYYAT et al., 2017). Nos resultados apresentados, houve aumento apenas nos
niveis de ureia, sendo que, segundo Porto e colaboradores (2015), o marcador mais
sensivel para avaliar a funcdo renal é a creatinina. Sendo assim, podemos sugerir que
0 extrato aquoso liofilizado de C. speciosa nao altera as funcdes renais dos animais
testados.

Considerando que a espécie é utilizada por familias compostas por individuos
com hipercolesterolemia e individuos normais, além de investigar a possivel acdo das
cascas de C. speciosa, € imprescindivel conhecimentos sobre a sua eficacia e
seguranca, quando administrada pela populacdo em geral. Com base nisso, a
segunda parte do trabalho teve por objetivo verificar a influéncia de C. speciosa sobre
0s niveis de colesterol e glicose e parametros toxicologicos de ratos normais por 28
dias.

Nas analises bioquimicas, em relagédo aos niveis de colesterol, houve aumento
significativo no grupo EALCS 200mg/Kg em relagdo ao grupo salina. Quando os
grupos tratados foram comparados entre si, foi possivel observar que o aumento nos
niveis de colesterol foi maior no grupo EALCs 200mg/Kg. Sugerindo assim, que o
extrato aquoso liofilizado de C. speciosa nao tem atividade hipocolesterolemiante.

Houve aumento significativo dos niveis sanguineos de glicose nos grupos que

receberam o EALCS 200mg/Kg e 400mg/Kg quando comparados ao grupo salina
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(controle negativo) em animais normais. De acordo com experimento anterior, o
EALCs, na dose de 200mg/Kg promoveu uma redugdo da glicemia em animais
hipercolesterolémicos, demonstrando que a espécie consegue reduzir niveis de
glicose bastante aumentados, o que ndo ocorre quando o EALCs é administrado em
ratos normais. Nesse sentido, sdo necessarios estudos mais aprofundados para o
esclarecimento desta mudanca de comportamento dos niveis de glicose e estudos da
acao hipoglicemiante da espécie, em virtude da proximidade quimiotaxdnomica com
C. pentandra que ha relatos cientificos em relagédo a agéo hipoglicemiante em animais
diabéticos (LADEJI et al., 2003; SATYAPRAKASH et al., 2013).

Entre os parametros toxicolégicos, foram avaliadas a mutagenicidade, através
do teste de microndcleo, e a genotoxicidade (Teste Cometa) em tecido hepético e
renal de animais saudaveis. Os resultados da avaliacdo mutagénica (teste de
microndcleo) apontam que os tecidos hepatico e renal dos ratos que receberam
EALCs 200mg/Kg e 400mg/Kg n&o sofreram alteragcdes significativas quando
comparados ao grupo controle negativo (grupo salina - CS), sugerindo assim, que o
extrato aquoso de C. speciosa ndo interferiu no processo mitético a ponto de causar
mutacodes.

Na avaliacdo da genotoxicidade no tecido renal, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos avaliados, sugerindo que ndao ha inducdo de dano ao
DNA. Entretanto, no tecido hepatico dos animais tratados com EALCS 400mg/Kg
houve aumento no indice de dano ao DNA 2x maior que o grupo salina. Isto pode
estar relacionado a caracteristica peculiar do figado em ser o centro da
biotransformacéo de xenobibticos (compostos quimicos estranhos a um organismo)
(KHAYYAT et al., 2017).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a comparacao entre as
formas de preparo do extrato utilizado neste trabalho e 0 modo como o ché é utilizado
popularmente ou como as cascas sao adicionadas no chimarrdo. Para a preparagao
do EALCs, as cascas passaram por um processo de trituragdo em moinho de facas,
reduzindo o material vegetal a fragmentos de pequenas dimensfes, aumentando
assim a area de contato com o liquido extrator, o que tornou a extracdo mais eficiente
e, consequentemente, com maior rendimento. Além disso, as cascas foram extraidas
até o esgotamento, o que aumenta o rendimento do extrato obtido (SIMOES et al.,

2017). No uso popular, o cha é preparado com cascas fragmentadas com facédo ou
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machado fervidas em agua durante mais ou menos 30 minutos ou pedagos de cascas
séo adicionados na garrafa térmica contendo a agua quente para o chimarrao.

Embora a preparacéo do extrato tenha tentado simular a forma de preparo do
cha, os processos de extracdo empregados em laboratério, foram muito mais
eficientes, pois a fragmentacdo do material empregado pela populacdo é menor,
resultando em um extrato menos concentrado. Assim, mesmo com resultados que
indicam toxicidade hepatica, estudos toxicolégicos mais aprofundados séo
necessarios em modelos animais.

Malheiros (2014) avaliou o potencial antioxidante e a genotoxicidade do extrato
aguoso liofilizado e do precipitado obtido do extrato etandlico de cascas C. speciosa
in vitro e concluiu que a espécie ndo apresentou toxicidade nos parametros avaliados,
bem como, mostrou efeito antioxidante frente a lipideos e proteinas no precipitado do
extrato etandlico. Sendo assim, pode-se considerar que o0 extrato aquoso das cascas

de C. speciosa é relativamente seguro.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

As cascas de Ceiba speciosa sdo amplamente utilizadas pela populacdo da
regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, para reducdo dos altos niveis
sanguineos de colesterol e, também para prevencédo do aumento dos mesmos. Com
base nos resultados obtidos neste trabalho, a espécie néo foi capaz de impedir o
aumento dos niveis de colesterol induzidos por Tyloxapol, que tem acao rapida, mas
deve ser investigado em modelos animais onde o0s niveis de colesterol sejam
aumentados de forma mais lenta e gradativa, como acontece no organismo humano.
Entretanto, foi possivel observar que a planta foi capaz de reduzir os niveis de glicose
nos animais hipercolesterolémicos, reforcando a necessidade de investigagdo mais
profunda desta atividade. Considerando o uso popular de C. speciosa por individuos
saudaveis com o objetivo de evitar o aumento do colesterol sanguineo, este trabalho
sugere que a espécie ndo é capaz de exercer tal efeito.

Os resultados deste trabalho, embora nao conclusivos sobre as acobes
farmacoldgicas de Ceiba speciosa fornecem informacdes importantes sobre sua

toxicidade que ainda ndo estavam disponiveis na literatura cientifica.
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