PPGFARMA
UNEDB et "0

UNIVERSIDADE DO M CENCIAS FARMACEUTICA

ESTADO DA BAHIA

UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA - UNEB

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA
PROGRAMA POS-GRADUAAC;AO STRICTO SENSU EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS - PPGFARMA

REBECA OLIVEIRA DE SANTANA

ANALISE FITOQUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS in vitro DE
EXTRATOS DE PRODUTOS NATURAIS UTILIZADOS POR
PACIENTES COM SUSPEITA DE LESAO HEPATICA INDUZIDA POR
ERVAS

Salvador — Bahia
2022



REBECA OLIVEIRA DE SANTANA

ANALISE FITOQUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS in vitro DE
EXTRATOS DE PRODUTOS NATURAIS UTILIZADOS POR
PACIENTES COM SUSPEITA DE LESAO HEPATICA INDUZIDA POR
ERVAS

Dissertacdo apresentada ao Programa POs-
Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias
Farmacéuticas (PPGFARMA), da Universidade
do Estado da Bahia (UNEB) como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof. Dra. Erika Maria de Oliveira
Ribeiro

Coorientador: Prof. Dr. Raymundo Parana
Ferreira Filho

Linha de Pesquisa: (Linha 1) - Prospeccéao de
Farmacos e Recursos Naturais

Salvador — Bahia
2022



FICHA CATALOGRAFICA
Sistema de Bibliotecas da UNEB

OLIVEIRA DE SANTANA, REBECA

ANALISE FITOQUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS in vitro DE
EXTRATOS DE PRODUTOS NATURAIS UTILLZADOS POR
PACIENTES COM SUSPEITA DE LESAD HEPATICA INDUZIDA POR
ERVAS [ REBECA OLIVEIRA DE SANTAMA. - Salvador, 2022

109 fis @ il

Crientador{a): ERIKA MARLA DE OLIVEIRA RIBEIRO.

Coorientador(a): RAYMUNDO PARAMA FERREIRA FILHO.

Inclui Referéncias

Dissartacio (Mestrado Académico) - Universidade do Estado da
Bahia. Departamento de Ciéncias da Vida. Programa de Pds-Graduacio
em Ciéncias Farmacéuticas - PPGFARMA, Campus |. 2022,

1.Fitoquimica. 2 Citotoxicidade. 3.Les&o Hepatica. 4 Produtos
Maturais.

CDD: 815







Dedicatoria

Dedico este trabalho em primeiro lugar a Deus,
gque sempre me deu forgcas nas horas mais
dificeis e me presentou com a familia que tanto
amo. Dedico aos Meus Pais, Idelvan Brandéo
de Santana e Vanusia de Araujo Oliveira, pelo

amor, apoio e ensinamentos de vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus, que nos da o dom da vida e vida em
abundancia. Agradeco a ele também, que me carregou quando me faltaram forcas.

Aos meus tesouros, motivos de alegria e razdo do meu viver, Idelvan Brandao
de Santana e Vanusia de Araujo Oliveira, meu agradecimento eterno, pelo apoio e por
tudo que representam em minha vida e nas minhas realiza¢ées. A minha orientadora
Prof. Dra. Erika Maria de Oliveira Ribeiro, pelo aceite, confianca, paciéncia, dedicagéo,
ensinamentos e compreenséo. Fica aqui 0 meu agradecimento e a minha admiracao
pelo exemplo de competéncia.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Raymundo Parand, a Profa. Dra. Juceni Pereira
e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ), por
me deixar fazer parte deste trabalho, por estar no grupo de pesquisa do Laboratorio
de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

Aos Professores Dr. Ademir, Dr. Victor Hugo e Dr. Genario Oliveira, pela
transmissao de conhecimentos cientificos e trocas de experiéncia.

Aos meus colegas do LPPN, Ferdinando, Diogo, Caio, lvie, Gildeon, Danilo,
Luiza, pela paciéncia e apoio nesta pesquisa.

A Prof. Dra. Elisalva e a Fundacio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e aos meus
colegas de mestrado, Luciano, Tatiana, Dahara e Juliana, pelos ensinamentos, apoio,
paciéncia e motivacao no laboratério de pesquisa da Universidade do Estado da Bahia
(UNEB).

A Universidade Estadual da Bahia em particular e ao Programa de Péds-
graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGFARMA) pelo ensino de qualidade e pela
excelente formagdo que proporcionam aos alunos. Em especial ao Coordenador de
Mestrado, Prof. Dr. Anibal de Freitas, aos professores e a secretaria Sra. Léia Omena
pelo modo prestativo e eficiente com que sempre atenderam as minhas necessidades.

A vida, por colocar em meu caminho pessoas incriveis e por me permitir vencer
mais esse desafio....

A todos que estiveram presentes direta ou indiretamente nesta etapa e

contribuiram com a realizagdo deste projeto.

Wuito obnigadall!



Epigrafe

Pedras no caminho?
Eu guardo todas.
Um dia vou construir um castelo.

(Nemo)



SANTANA, Rebeca Oliveira. Anélise fitoquimica e atividades bioldgicas in vitro
de extratos de produtos naturais utilizados por pacientes com suspeita de leséo
hepatica induzida por ervas. Salvador - Bahia, 2022. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Po6s Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual da
Bahia, 2022.

RESUMO

O potencial hepatotoxico vinculado a medicamentos eletivos, como elaboracbes a
base de plantas e suplementos dietéticos, estd crescendo. Os Ultimos anos
apresentaram-se relatos que os fitoterapicos podem ocasionar um amplo espectro de
lesbes hepaticas, contaminando grande parte das células presentes no figado e nas
vias biliares, acarretando desde leve elevacdo assintomatica das enzimas hepaticas
até hepatite aguda ou cronica. Sendo assim, estre trabalho buscou avaliar o perfil
fitoquimico e atividades bioldgicas, principalmente a atividade citotdxica de extratos
de produtos naturais utilizados por pacientes com suspeita de Lesdo Hepatica
induzida por Ervas do inglés Herbal Induced Liver Injury (HILI), do Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos (HUPES), localizado na cidade de
Salvador- BA. Para este fim, amostras foram cedidas por pacientes do HUPES com
suspeita de HILI, desde a planta inteira at¢é um medicamento fitoterapico. Como
resultado, foi possivel a identificacdo de diversas classes de metabdlitos em todas as
espécies. No teste do sequestro do radical livre DPPH, todos os extratos mostraram
boa atividade antioxidante, sendo o extrato metandlico da espécie Maytenus ilicifolia
com maior AA (ICso = 0,219 mg/ml). Todos os extratos exibiram concentracdes
significativas de fendlicos e flavonoides totais. No teste da atividade inibitoria da AChE,
apenas duas amostras (D1C e AMM) demostraram porcentagem de inibicdo. No teste
citotoxico frente a Artemia salina, os extratos de valores de CLso fortemente toxicos
foram AEM (10 pg/ml), AMC (48,66 pug/ml) e LMM (0,0451 pg/ml). Na avaliagdo da
citotoxicidade em células, ndo houve atividade citotoxica e antitumoral significativa.
Supostamente, as espécies vegetais sozinhas, ndo estdo causando hepatotoxicidade.
Possivelmente, houve uma interacdo planta-medicamento ou planta-alimento,
guestdes de posologia e dose inadequadas utilizadas pelos pacientes acometidos por
les@o hepatica. Sugere-se ser necessario realizar outros testes para avaliar atividade
antitumoral com uma maior quantidade de extrato de cada espécie, sendo
interessante a realizacdo de estudos in vivo utilizando figado de camundongos.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoquimica, Citotoxicidade, Produtos naturais, Leséo hepatica.
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ABSTRACT

The hepatotoxic potential linked to elective drugs such as herbal preparations and
dietary supplements is growing. In recent years there have been reports that herbal
medicines can cause a wide spectrum of liver damage, contaminating a large part of
the cells present in the liver and bile ducts, causing from mild asymptomatic elevation
of liver enzymes to acute or chronic hepatitis. Therefore, this work sought to evaluate
the phytochemical profile and biological activities, especially the cytotoxic activity of
extracts of natural products used by patients with suspected Herbal Induced Liver
Injury (HILI) Herbal Induced Liver Injury (HILI), from the Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgar Santos (HUPES), located in the city of Salvador-BA. For
this purpose, samples were provided by HUPES patients with suspected HILI, from the
whole plant to a herbal medicine. As a result, it was possible to identify several classes
of metabolites in all species. In the DPPH free radical scavenging test, all extracts
showed good antioxidant activity, with the methanolic extract of the species Maytenus
ilicifolia having the highest AA (IC50 = 0.219 mg/ml). All extracts exhibited significant
concentrations of total phenolics and flavonoids. In the AChE inhibitory activity test,
only two samples (D1C and AMM) showed percentage inhibition. In the cytotoxic test
against Artemia salina, the extracts with highly toxic LC50 values were AEM (10 pg/ml),
AMC (48.66 ug/ml) and LMM (0.0451 pg/ml). In the evaluation of cytotoxicity in cells,
there was no significant cytotoxic and antitumor activity. Supposedly, plant species
alone are not causing hepatotoxicity. Possibly, there was a plant-drug or plant-food
interaction, issues of dosage and inadequate dose used by patients affected by liver
injury. It is suggested that it is necessary to carry out other tests to evaluate antitumor
activity with a greater amount of extract of each species, in addition to obtaining in vivo
studies of these samples in mouse liver.

Keywords: Phytochemistry, Cytotoxicity, Natural Products, HILI.
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1 INTRODUCAO

Um dos mais antigos meétodos utilizados pelo homem, com o intuito de cura,
prevencao e tratamento de doencgas, € o emprego de plantas com fins medicinais. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no comec¢o dos anos 90, anunciou que 65 a
80% da populacao de paises emergentes necessitavam das plantas medicinais como
Unico acesso aos cuidados essenciais de saude. No momento atual, a maioria da
venda de plantas medicinais é realizada em comércios de produtos naturais e
farméacias, em que preparacgbes vegetais sdo vendidas com roétulos industriais
(JUNIOR; PINTO, 2005).

Em paises emergentes, o uso de ervas medicinais repercutiu particularmente
no propésito de dar maior valor a medicina tradicional e de investigar a possibilidade
de usa-la em cuidados primordiais da saude. Ja em outros paises como Estados
Unidos e Inglaterra, os dirigentes de saude foram pressionados a aderir medidas
impostas pelo interesse popular na utilizacdo de plantas medicinais. No entanto, a
grande parte dos fitoterapicos que sdo usados no momento atual por automedicacao
ou por indicagdo médica ndo tem os seus maleficios bem estudados. Sendo assim, o
uso inapropriado de um produto, pode levar a sérios problemas de saude (SILVEIRA
et al., 2008).

A planta medicinal € um xenobi6tico, ou seja, um produto estranho ao
organismo com fins terapéuticos, que ao ser ingerido pelo homem, sofre modificacdes
e pode, desta forma, gerar produtos téxicos, causando por exemplo hepatotoxicidade
(OLIVEIRA et al., 2014). A hepatotoxicidade € uma lesdo no figado causada por
ingestdo, inalacdo ou administracdo parenteral de agentes farmacoldgicos ou
quimicos. E um problema relevante na pratica clinica, correspondendo a cerca de
0,2% de todas as internacdes hospitalares e 2 a 3% das internacdes por efeitos
adversos de medicamentos (SBH, 2010).

Ha inimeros fatores responsaveis por provocar intoxicagdes devido ao uso de
plantas medicinais como, por exemplo, a falta de informacéo em relacdo a formas de
cultivo associada ao verdadeiro reconhecimento farmacobotanico do vegetal,
referéncias insuficientes sobre reacdes adversas, esquema posoldgico, espaco de
tempo a ser usado, entre outras e, especificamente, as consequentes interagdes
medicamento-medicamento. Frequentemente, um unico farmaco nédo € o bastante

para o tratamento de uma doenca. Deste modo, dois ou mais farmacos serao
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prescritos pelo profissional de salde e esta associagcdo, nem sempre, mudara o
estado do paciente, isso porque medicamentos podem interagir entre si, trazendo a
denominada ‘"interacdo medicamentosa” que podera ser compreendida como
"alteracdo no efeito de uma droga causada por outra, ingeridas ao mesmo tempo".
Essas interagBes ndo se limitam, exclusivamente, ao mundo dos compostos quimicos
sintetizados, mas também com aqueles contidos em plantas que sao utilizadas na
producéo de chas, xaropes caseiros e medicamentos fitoterdpicos (NICOLETTI et al.,
2007).

Segundo a Associacdo Europeia do Figado (AEF), o potencial de
hepatotoxicidade vinculado a medicamentos eletivos, como elaboragfes a base de
plantas e suplementos dietéticos, esta crescendo. Os Ultimos anos apresentaram-se
relatos que os fitoterapicos podem ocasionar um amplo espectro de lesdes hepaticas,
contaminando grande parte das células presentes no figado e nas vias biliares,
mudando de leve elevacdo assintomatica das enzimas hepaticas até hepatite aguda
ou cronica, cirrose, insuficiéncia hepatica aguda, colangite crénica, sindrome de
obstrucdo sinusoidal (SOS), esteatose macro e microvesicular e danos vasculares.
Dando a énfase ao SOS, alcaloides de pirrolidizina sdo compostos quimicos
causadores de mais de 8.000 casos em todo o planeta e compreendem uma das
principais razdes desta sindrome (ANDRADE et al., 2019).

A leséo hepatica induzida por drogas (DILI) € um dano ao figado que pode ser
causado pela exposicéo a qualquer tipo de medicamento, sendo uma reacdo adversa
medicamentosa atipica, e é a causa mais comum de remocdo de medicamentos do
mercado farmacéutico. A incidéncia de DILI é variavel. Alguns fatores de risco que
amplificam a possibilidade de mais casos de DILI incluem hipersensibilidade, idade,
género, consumo de bebida alcodlica, uso simultdaneo de drogas e historico clinico
atual ou passado de doenca hepética, além de condi¢cbes genéticas e ambientais
(CANI-PANIAGUA et al., 2019).

A Sociedade Brasileira de Hepatologia (SBH) enviou um questionario para os
grandes centros de transplante do Brasil, e analisou que um total de 1.622
transplantes foram feitos devido a casos de hepatite fulminante, sendo que 30% foram
originados por medicamentos. Os agentes envolvidos que se destacaram foram 0s
tuberculostaticos (20%), fitoterapicos (16%), paracetamol (16%) e alfametildopa (16%)

(SBH, 2011). Diversos produtos naturais podem interagir com medicamentos
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sintéticos, intervindo no seu metabolismo e alterando o resultado terapéutico ou
intensificando seus efeitos hepatotoxicos (SOUZA, 2011).

Nesse contexto, o uso tradicional e popular ndo € suficiente para ratificar
eticamente as plantas medicinais com medicamentos efetivos e seguros, em outros
termos, para fins terapéuticos, as plantas medicinais ndo se distinguem de qualquer
outro medicamento sintético e a sua recomendac¢do ou a autorizagdo oficial de seu
uso precisara ser baseada em evidéncias experimentais conclusivas, de que 0s riscos
para a vida do ser humano sdo menores que os beneficios que possam sobrevir.
Ocandidato a medicamento necessita ter sua acdo comprovada e a sua letalidade
potencial analisada cientificamente, como qualquer outro medicamento (NICOLETTI
et al., 2010).

Nesse cenario de validacdo de um medicamento fitoterapico, os experimentos
de toxicidade in vitro, apresentam importancia na reducdo de custos associados a
avaliacdo de inUmeros compostos bioativos e estabelecendo um complemento aos
testes em animais, a partir da conexado com informagdes de toxicidade in vivo. Para
uma andlise eficaz da citotoxicidade, as triagens in vitro podem ser utilizadas para
diferenciar aspectos gerais de toxicidade celular por meio de ensaios em massa. Estes
ensaios, dentre diversas outras aplicabilidades como por exemplo efeito antioxidante,
imunomodulacdo e testes in vitro, podem ser empregados tanto para identificar
substancias potencialmente téxicas ao organismo, quanto para avaliar a atividade
citotoxica e descrever o mecanismo de acdo de compostos que possam a vir ser
utilizados com finalidade anticancerigena, por exemplo, pois os mesmos, em teoria,
podem culminar com a inibig&do da proliferagéo celular (SLATER, 2001).

Um outro ensaio relevante para ampliar o conhecimento em relacdo as
especificidades biologicas de espécies vegetais, € a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Estas sinapses estdao amplamente
distribuidas no sistema nervoso central e periférico, sendo essencial para a
homeostase de inimeras fungbes do organismo (ARAUJO; SANTOS; e
GONCALVES, 2016). Compostos inibidores da AChE aumentam os niveis de
acetilcolina endogena e possivelmente sdo uteis no tratamento sintomatico de
atividades anticancerigenas, bem como potenciais para o tratamento de doencas do
sistema nervoso que produzem espécies reativas de oxigénio, como a doenca de

Alzheimer e a Encefalopatia hepatica. A encefalopatia hepatica é a perda da funcéo
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cerebral que ocorre em individuos com leséo hepatica grave, devido ao acumulo de
substéancias toxicas no sangue, normalmente eliminadas pelo figado, e estas chegam
até o cérebro (UMEO et al., 2011; MSD, 2021).

A existéncia de centros de referéncia na assisténcia e pesquisa em DILI/HILI
permite a melhor compreensdo dessas doencas, e a investigacdo destes agentes
suspeitos de DILI como: chas, capsulas ou outras formas farmacéuticas advindas de
plantas medicinais, se torna imprescindivel para a investigacéo diagnéstica. Portanto,
o estudo da composicao fitoquimica como também de atividades biologicas in vitro,
tais como, atividade citotOxica, antioxidante e anticolinesterasica sao importantes para
uma possivel colaboracdo no conhecimento cientifico quanto ao uso seguro de
plantas medicinais, além de fornecer mais informa¢cfes a respeito das amostras

estudadas.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composicdo fitoquimica e atividades biolégicas de extratos de
produtos naturais utilizados por pacientes com suspeita de HILI do Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos (HUPES), localizado na cidade de
Salvador- BA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Identificar os metabdlitos secundarios nos extratos;

2.2.2 Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e a sua influéncia na inibicdo da
enzima acetilcolinesterase;

2.2.3 Testar a atividade citotoxica dos extratos, frente a Artemia salina.

2.2.4 Analisar a atividade citotoxica dos extratos vegetais em células normais e

tumorais.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS NA ANTIGUIDADE E NA ATUALIDADE

Civilizacbes antigas possuem referéncias histéricas as plantas medicinais.
Muito antes do surgimento de qualquer forma de escrita, 0S humanos usavam as
plantas, algumas delas como alimento e outras como remédios. Em seus
experimentos com ervas, houve sucessos e fracassos. As plantas medicinais
poderiam curar, mas em outras ocasidoes podiam matar ou ter efeitos colaterais
graves. A descoberta de propriedades uteis ou prejudiciais das plantas é realizada por
meio do conhecimento empirico, por exemplo, por meio da observacdo humana do
comportamento animal. Além disso, ha relatos lendarios de que o poder dos deuses
€ atribuido as plantas porque seu uso faz parte de rituais religiosos, que colocam as
pessoas em contato direto com os deuses. Essas valiosas informagdes eram
inicialmente repassadas as geracdes futuras de forma oral, para que, depois, na forma
escrita, fossem compiladas e arquivadas (TOMAZZONI et al., 2006).

Textos chineses relatam 0 nome, dosagem e indicacédo do uso de plantas para
tratamento de doencas. Registros foram encontrados no manuscrito egipcio "Ebers
Papirus" datado de 1500 AC., que contém informacdes sobre 811 prescricbes e 700
medicamentos. Algumas dessas plantas ainda estdo em uso, como o ginseng (Panax
spp.), a éfedra (Ephedra spp.), a cassia (Cassia spp.), e ruibarbo (Rheum palmatum
L.), inclusive como fonte para a industria farmacéutica (DUARTE, 2006)

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram compostos principalmente por
plantas e extratos vegetais, que podem ser descritos na farmacopeia da época. Assim,
na Farmacopeia Geral do Reino e do territorio de Portugal (1794), entre os produtos
denominados “medicamentos simples”, encontram-se 30 produtos de origem mineral,
11 produtos de origem animal e cerca de 400 tipos de plantas. Ou seja, as plantas
medicinais e seus extratos constituiam a maior parte dos medicamentos, quase nada
diferente dos medicamentos usados na medicina popular da época. No século XX, a
tendéncia de separar principios ativos comecou a aparecer (SCHENKEL; GOSMAN;
PETROVICK, 2000).

Em 1926, Rodolpho Albino Dias da Silva escreveu a primeira Farmacopeia
Brasileira denominada "Farmacopeia Verde", que continha 183 espécies de plantas

medicinais brasileiras, incluindo macro e micro descricbes. O consumo de plantas
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medicinais com base nas tradicdes familiares tornou-se uma pratica comum na
medicina popular. Muitos fatores contribuiram para o aumento do uso deste recurso,
incluindo os efeitos colaterais do uso a longo prazo de medicamentos industrializados,
a dificuldade das pessoas em ter acesso a cuidados meédicos, 0 aumento do consumo
de produtos naturais e o uso da medicina tradicional chinesa e ocidental integrada em
métodos para estudar salde e bem-estar (BRASIL, 2019).

Atualmente, o uso de plantas medicinais tem aumentado. Dois fatores podem
explicar esse aumento. O primeiro, € 0 avango no campo da ciéncia, que possibilita o
desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos seguros e eficazes. A segunda
tendéncia € que as pessoas estdo cada vez mais buscando tratamentos alternativos
e com menos custos (BRUNING; MOSEGUI; e VIANNA, 2012).

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia (PNPMF) foi
promulgada por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006. Em 24 de
dezembro de 2007, € publicada a Portaria n°® 3.237, na qual, os medicamentos
fitoterdpicos foram incluidos na lista de referéncia de medicamentos de atencao
primaria a satde e suprimentos auxiliares, pela primeira vez. O Ministério da Saude
(MS) criou o comité em 2008 e lancou o Plano Nacional de Plantas Medicinais e Ervas
(PNPME), e aprovou o Regulamento do MS/GM n° 886 em 2010. Neste mesmo ano,
a Farmacia Viva foi regulamentada e a fitoterapia inserida no SUS, com o objetivo de
garantir o uso seguro e racional das plantas medicinais (VIEIRA; LEITE, 2018).

Com o crescimento da ciéncia e tecnologia, as plantas medicinais vém sendo
pesquisadas em relacdo a sua eficiéncia terapéutica, tornando-se prescritas por
muitos profissionais da saude na atualidade. Infelizmente, ainda existe uma visédo da
populacdo que o uso de espécies vegetais é totalmente seguro e ndo traz eventos
adversos (CAMPOS et al., 2016). Isso € preocupante, pois todas as espécies vegetais
apresentam uma proporcéo de toxicidade pelo fato de fornecerem metabdlitos, que
podem agir tanto farmacologicamente, quanto toxicologicamente, pois caso as plantas
medicinais sejam utilizadas em posologia, indicagéo clinica ou tempo inadequados,
estas, podem causar danos ao organismo, principalmente ao figado, que € o 6rgao no

gual ocorre o metabolismo de substancias (PINHEIRO et al., 2020).
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3.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A LESAO HEPATICA INDUZIDA POR
ERVAS

O dano ao figado causado pela ingestdo de ervas € chamado de "lesdo hepética
induzida por ervas" (HILI) e ocorre em pessoas suscetiveis. As manifestacdes clinicas
da HILI sédo as mesmas do dano hepatico induzido por drogas (DILI), como ictericia,
dores abdominais e inchago nas pernas e tornozelos, coceira na pele, urina escura,
fezes claras ou esbranquicadas, nduseas, vomitos e fadiga cronica. Além disso, HILI
e DILI tém caracteristicas comuns porque ambas as condi¢cdes sado causadas por
componentes quimicos que podem ser produzidos por métodos naturais ou sintéticos.
Esses produtos quimicos naturais e sintéticos sdo estranhos ao corpo humano e,
portanto, precisam ser eliminados pelo metabolismo. Devido ao uso de uma variedade
de ervas e suplementos dietéticos ndo comerciais e ndo sujeitos a receita, a incidéncia
de HILI € mais dificil de registrar do que a DILI. Além disso, a incidéncia de HILI é
subestimada porque os pacientes costumam nao relatar o uso de ervas (AMADI;
ORISAKWE, 2018).

A lesdo hepética esta relacionada a necrose celular, aumento da peroxidagao
lipidica dos tecidos e diminui¢édo dos niveis de glutationa. Além disso, 0s niveis séricos
de muitos marcadores bioquimicos, como transaminase, fosfatase alcalina, bilirrubina,
triglicerideos e colesterol na doenca hepética, estdo elevados. O figado desempenha
um papel central na transformacéo e limpeza de produtos quimicos e é suscetivel a
toxicidade de farmacos (SEIF, 2016).

A metabolizacdo de substancias e xenobidticos acontecem em duas fases, | e
Il (figura 1). A fase I, envolvendo a reacdo de oxidagdo, reducao e hidrolise, sendo
que os produtos finais desta reacédo sdo mais téxicos do que a substancia original e
pode ter funcdo carcinogénica, na qual sdo codificados pelas enzimas do citrocromo
P450 que atuam na biotransformacao na fase I. A fase Il envolve a conjugacéo e
acetilacao, tornando o composto mais hidrofilico. Para receber o metabolismo da fase
II, o composto ou xenobidtico ndo necessariamente precisa ser metabolizado na fase
I. E alguns compostos, ao serem metabolizados na fase | ja podem ser eliminados,
sem que tenham que receber metabolismo na fase Il, desde que o produto seja um
composto inativo e ja biotransformado que possa ser eliminado pela urina ou bile
(SANTOS; LIMA, 2016).
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FASE | FASE II
Adicio de grupos funcionals
¥ENOBIOTICOS Produtes primarios Produtes primarios
Oxidacio Conjugacdo biosintética
Reducio
. EXCRECAD
Hidrdlise
LIPOFILICO HIDROFILICO

(lonizavel)

Figura 1: Reacbes de Fase | e Fase Il do Mecanismo de Biotransformacéo de

Xenobidticos.
Fonte: http://tics.ifsul.edu.br/matriz/conteudo/disciplinas/toxa/ub/1/3.html

Em um estudo prospectivo conduzido em um hospital aleméo, observou-se que
de 21.470 pacientes recebendo produtos naturais, 844 casos (3,93%) tinham niveis
elevados de alanina aminotransferase (ALT) e 26 casos de HILI (0,12%). Tais dados
demostram ainda mais uma forte demanda pela busca de evidéncias cientificas para
comprovar a eficacia e seguranca de ervas medicinais. As principais questdes de HILI
incluem o calculo do risco de HILI (incidéncia e prevaléncia de HILI), as caracteristicas
clinicas de HILI e a determinacao da lista de ervas patogénicas, incluindo compostos
relacionados e a populagéo suscetivel com sua variacdo genética. Este conhecimento
permite que as pessoas explorem os principais mecanismos de HILI e as melhores
estratégias para preveni-los (BYEON et al., 2019).

De acordo com Jonathan et al. (2011), como os pacientes bebem chas e
utilizam medicamentos prescritos e sem receita, muitas vezes é dificil determinar a
causa e o efeito do dano hepatico do uso de plantas medicinais. Portanto, geralmente
€ impossivel medir a interagdo entre ervas e outras drogas. Além disso, em pacientes
com hepatotoxicidade, as razdes para confundir as causas da hepatotoxicidade séo a
potencial multiplicidade de ingredientes em um determinado produto (alguns dos quais
podem néo estar indicados no rétulo) e as mudancgas sazonais na colheita de plantas
medicinais.

Devido ao seu metabolismo Unico e estreita relacdo com o trato gastrointestinal,

o figado é suscetivel a danos causados por drogas e outras substancias. Setenta e
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cinco por cento do sangue que chega ao figado vem diretamente dos 6rgaos
gastrointestinais e entra no baco pela veia porta, trazendo drogas e xenobidticos em
forma quase nao diluida. A lesdo hepatica € definida como um aumento nos niveis de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) mais de trés
vezes que o limite superior do normal (LSN). O nivel de fosfatase alcalina (FA) € mais
do que o dobro do LSN; o nivel de bilirrubina total associado a ALT ou ALP elevados
€ mais do que o dobro do LSN (MUMOLI et al., 2006).

Em relacdo a epidemiologia, deve-se ressaltar que as pesquisas
epidemioldgicas sobre o risco de DILI iniciaram-se na década de 1990 (EINAR et al.
2019). Esses estudos foram baseados no acesso ao General Practice Research
Database (GPRD) no Reino Unido. Antigamente, muitos medicamentos usados
estavam envolvidos na toxicidade hepética, por meio de relatos de casos e relatos
espontaneos de medicamentos indesejaveis as autoridades nacionais. O primeiro
estudo populacional de danos hepaticos relacionados a medicamentos foi realizado
em uma cidade no norte da Franca. Todos os novos casos de DILI sintomaticos foram
coletados prospectivamente por médicos. A incidéncia de DILI encontrada foi de 13,9
por 100.000 habitantes. Um total de 12% das pessoas precisou de hospitalizacéo,
enquanto 6% das pessoas morreram. Estendendo esses resultados a toda a
populacdo em geral, na Franca, pode haver mais de 8.000 casos a cada ano,
resultando em aproximadamente 500 mortes (EINAR et al., 2019).

Em 2014, foi estimado o DILI no Estado de Delaware. Gastroenterologistas
foram convidados a participar da vigilancia do DILI e identificou-se 23 pacientes.
Destes 23 casos, 20 atenderam aos critérios para suspeita de DILI, e 43% dos casos
foram atribuidos a produtos naturais. Com base nesses dados, a incidéncia estimada
de DILI é de 2,7 casos por 100.000 individuos. Este estudo foi a primeira estimativa
prospectiva de DILI nos Estados Unidos, mas como o monitoramento de DILI é
limitado a gastroenterologistas, sua incidéncia pode ser subestimada (ZHENG et al.,
2019).

No Brasil, com o objetivo de controlar e registrar a ocorréncia de intoxicacoes
por plantas, foi criado em 1998, o Programa Nacional de Informacgdes sobre Plantas
Toxicas (PNIPT), como parte do Sistema Nacional de Informacfes sobre
Farmacologia Toéxica (SINITOX, 2012).
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Em 2017, o SINITOX, registrou 821 casos de intoxicacbes causadas por
plantas. Dentre os casos, 610 foram por acidente individual. Quatro casos ocorreram
por automedicacdo. Treze casos por abuso do uso da planta medicinal, 1 caso por
ingerir alimentos apoés ter ingerido o cha ou fitoterapico advindo da planta. Vinte e
quatro casos pelo uso indevido ou inadequado da planta. Na tabela 01, mostra-se
casos registrados de intoxicagcdo no ano de 2017. Registros de casos nos anos de
2018 a 2021, nao sao explicitados no SINITOX.

Tabela 1 - Casos Registrados de Intoxicacdo Humana por Agente Toéxico e
Circunstancia. Brasil, 2017.

Creunstdncia  Acidente Acidente Acidente Ocupacional  Uso  PrestMed.  Erode Ao Abstinéncia  Abuso Ingestade Tentava Tentaliva Violdncia  Uso  lgnorada  Oubra TOTAL
Individual Coletivo Ambiental Terapdutico Inadequada Adminislragdo Medicagdo Mlimentos  Suicidio  Aborle  Homicidio  Indevido

Agente i i i i’ i i’ i i it it it it [} ' i i’ i o’ %
Medicamentos 5051 17 - 8 953 19 1362 7 4 45 - U 18 106 2006 632 0837 2711
AgotUso Agricala | 880 2 8 53 - - 5 - - - 2 81 1 B 1w 9 548 3%
AgraliUso Doméstico | 620 5 - % - - 2 1 - 1 - 8 - - 13 5 B 8 10
Piod Velerindrios 3% - 1 42 - - 7 4 - 1 - 160 - - 19 7 1 709 09
Raticidas 508 3 - 1 - - - - - - - 47 B - 142 1 18 15
Dornissanitirios 3351 i - 145 - - 5 . E B . 16 1 g 830 B 465 611
Cosméticos a7 - - 5 3 - 4 - - 1 - i 2 3 ] & o7 140
Prod Quimindustriaisf| 1924 14 ? 400 - - 3 - - 18 - 126 ? 4 5 W 10 07 3
Metsis 2% - - 10 . - . - 1 - - 4 - - - 13 1 8500
Dragas de Abuso 2] - . 1 1 - 1 . [ii] 2410 2 18 | 7 4 151 il 43 3,60
Plantas 610 i . 20 - - - 4 - 1 i 16 1 - u_ 0 1 m_h_m |

Fonte: SINITOX (2017).

Infelizmente, a maioria das ervas e plantas medicinais que as pessoas usam
ndo tem caracteristicas toxicologicas e farmacodinamicas bem conhecidas.
Possivelmente, as substancias téxicas presentes nas plantas variam muito em
estrutura e propriedades quimicas. No Brasil, a notificacdo de incidentes toxicoldgicos
nao é obrigatdria, o que favorece a subnotificacdo. Isso, aliado a heterogeneidade da
distribuicdo de Centros de Assisténcia Toxicologica (CAT), dificulta o estabelecimento
de um marco nacional e a definicho de acdes publicas que viabilizem o
desenvolvimento de programas de prevencao, controle de casos de intoxicacoes e
acOes para auxiliar o atendimento (diagnadstico e tratamento) do paciente envenenado
(BRASIL, 2017).

Vale ressaltar que a quantidade de subnotificagdes impossibilita a exatidao dos

dados, sendo ainda uma dificuldade determinar a realidade do nimero de casos de
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intoxicacdo e acidentes com plantas. Porém, mesmo havendo um ndimero pequeno
desses registros, trata-se de um grave problema de saude publica, uma vez que se
deve considerar ndo apenas 0s valores percentuais, mas as consequéncias do efeito
toxico no organismo dos pacientes atendidos (BALTAR et al., 2016).

A falta de estratégias para controlar, prevenir e tratar as intoxicacoes
representa um grande desafio para as instituicdes publicas de saltde. E importante
realizar cada vez mais trabalhos de conscientizacdo sobre os riscos da ingestao de
plantas desconhecidas, atentar para o uso de plantas como remédios e medidas
preventivas que devem ser tomadas. Além do trabalho de divulgacéo de informacgdes
sobre plantas venenosas, € fundamental o desenvolvimento de projetos
interdisciplinares para ampliar o conhecimento da biodiversidade brasileira de

espécies vegetais nas areas de quimica e farmacologia téxica (SINITOX, 2016).

3.3 ASPECTOS BOTANICOS E FITOQUIMICOS DAS ESPECIES ESTUDADAS

A identificacdo das plantas é um dos pontos mais relevantes no campo da
fitoterapia. Analises taxondmicas erradas podem néo so levar o individuo a usar uma
planta sem o composto ativo de interesse, como também o incentivar a utilizar uma
planta que é toxica, sem que 0 mesmo saiba o0 seu grau de toxicidade. O processo de
identificar plantas é feito cada vez que se almeja compreender uma nova planta
descoberta, e esta, s6 pode ser realizada por um botanico especialista em um género
ou familia. O reconhecimento correto se da em herbério ou pelo uso de chaves de
identificacéo, informes e imagens achadas em monografias e teses (SILVA; SANTOS
e RABELO, 2010).

Muitos sdo os acontecimentos de intoxicagcdo com plantas, pois as semelhancas
de estruturas de uma planta induzem o ser humano a utilizar uma espécie confiando
ser outra. No entanto, tal dilema deve ser evitado em trabalhos cientificos e as
pesquisas obtidas devem chegar até a sociedade. E relevante que a correta
identificagcdo botanica, possibilita um levantamento bibliografico concedendo
correlagdes de informagdes obtidas com estudos que foram realizados anteriormente,
e assim € promovido a veracidade dos resultados encontrados sobre tais plantas
(BORGES et al., 2016).
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De um mesmo modo, os aspectos fitoquimicos sdo significativos tendo como
objetivo conhecer os compostos bioativos das espécies vegetais e avaliar a presenca
nos mesmos, detectando grupos de metabdlitos secundarios relevantes e Uteis quanto
marcadores quimicos no estudo de plantas medicinais (BESSA et al., 2013), além de
contribuir na procura de principios ativos contra diversas doencas.

Tais pesquisas sdo beneficiadas pela pluralidade de compostos quimicos,
disponibilidade de matéria prima e seus produtos, que muitas vezes ultrapassam 0s
medicamentos ja disponiveis. Como por exemplo, muitas plantas tém amplo espectro
de atividade antimicrobiana (SILVA, 2017).

Cada espécie de planta tem sua classificacao taxondmica, de acordo com o nivel
de parentesco. As familias botanicas agrupam os géneros que sdo semelhantes e, de
certo modo, 0s géneros compreendem as espécies que mais se igualam entre si. De
acordo com a familia, género e espécie, é possivel encontrar melhores informacdes
como distribuicdo geografica, descricdo botanica, sobre cada planta que é
selecionada para um estudo (MACHADO; VARGAS, 2018).

A seguir, estdo explicitos no Quadro 01, a distribuicdo geogréfica, descricdes
botanicas das familias das espécies estudadas neste trabalho, e, na Tabela 02,
encontra-se a relacao das espécies Maclura tinctoria (L.), Bidens pilosa L, Camellia
sinensis |., Hibiscus rosa-sinensis, Morus nigra, Carya illinoinensis, lllicium verum e
Maytenus ilicifolia, indicando nome cientifico, nome popular, substancias bioativas e

atividades biologicas reportadas na literatura.


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk005dpE3udJ03TQW4jWJ4kinUXK76Q:1592771426238&q=Malvaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwuzClexMrpm5hTlpicmpgKADzZVnIZAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiYzMb435PqAhWWH7kGHXbCCeMQmxMoATAgegQIGBAD

Quadro 1: Distribuicdo geografica no mundo das familias de cada espécie estudada.

Familia Moraceae

g

)

Espécie

Quantidade
de Géneros
e Espécies
no Mundo

Referéncias

Folhas da Maclura tinctoria L.

Fonte:https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/10279-

2/

Frutos da Morus nigra L.

Fonte: https://www.sitiodamata.com.br/amora-morus-
nigra

37 géneros e
aproximadamente
1.050 espécies.

BERG, 1972;
BERG, 1984.
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Familia Asteraceae Flores de Bidens pilosa (L.) Cerca de 1.600 BARROSO et
géneros e 23.000 al., 1991;
espécies. NAKAJIMA;
SEMIR, 2001;
NIELSEN et al.,
2002; ROQUE;
BAUTISTA,
2008;
GONCALVES;
http://maisplantas.blogspot.com/2016/11/bidens-pilosa- LORENZI, 2007.
I.html
Cercade 10 PRINCE;
o _ géneros e 195 | PARKS, 2001,
Familia Theaceae Folhas e flores da Camellia sinensis (L.). espécies MARIIZ\ICI)-Ilg etal.,
Fonte: https://safarigarden.commercesuite.com.br/muda-
de-camelia-sinensis-cha-verde-ja-produz-flores
Familia Malvaceae Folhas e flores Hibiscus rosa-sinensis L. Inclui mais de NETO, 2014;
240 géneros e ALVES, 2011.

4.225 espécies.
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Fonte:
http://www.unirio.br/ccbs/ibio/herbariohuni/hibiscus-
rosa-sinensis-|

Familia Juglandaceae Folhas e frutos da Carya illinoinensis 6 géneros e cerca STELLA;
de 100 espécies LUCCHESE,
de arvores, 2015;
variando de BOSCARDIN;
F W’I grande a média. COSTA, 2018.
{.
https://www.nativnurseries.com/products/native-pecan-
seedlings-for-sale-carya-illinoinensis
Familia llliciaceae Folhas, flores e frutos da lllicium verum Hook Composta por um WANG et al.,
Unico género, 2010; NIANHE
Illicium, com et al., 2008;
cerca de 35 SILVA et al.,
espécies. 2020.
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/lllicium_verum
Familia Celastraceae Folhas e frutos da Maytenus ilicifolia Mart. ex 98 géneros e SPIVEY et al.,
Reissek cerca de 1.264 2002;
espécies. CRONQUIST,

1988,

28



B Comtraceas

Fonte: https://hortodidatico.ufsc.br/espinheira-santa/

LAWRENCE,
1971.

Fonte: Autora
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Tabela 2 — Relacdo dos produtos naturais indicando nome cientifico, nome popular, substancias bioativas e atividades biolégicas
reportadas na literatura cientifica.

Nome
Cientifico

Maclura

Nomes
Populares

Descricdo da Espécie Substancias

Bioativas

Atividades Bioldgicas

Referéncias

tinctoria (L.)

Ailva, leite
de moreira,
itajuba,
amora-
branca.

Arvore, caducifélia, heliéfita,
espécie secundaria inicial, climax
exigente em luz. Sua altura
atinge até 25 m e seu diametro
até 90 cm.

Flavonoides, ligninas,
carboidratos, taninos
condensados,
alcaloides.

Efeito cicatrizante e
adstringente,
antirreumatico, anti-
inflamatério, analgésico,
antifiingico, anti-HIV.

BOURDY et al., 2004; BOURDY,
CHAVES-DEMICHEL, ROCA-
COULTHARD, 2004; USTULIN et
al., 2009; Oliveira & Saito, 1989.

Morus nigra

(L)

Amora preta

Espécie exdtica originaria da
China e Japéo, no Brasil e muito
cultivada para producéo de folhas
para criagédo do bicho da seda.
Seus frutos séo drupas
comestiveis, consumidas in
natura ou na forma de doces e
geleias.

Antocianinas,
flavonoides, fenélicos
totais.

Laxativos, vermifugos,
expectorante, eméticos,
hipoglicémicos, anti-
inflamtérios, antianemico,
hipertensivos,
anticancerigeno,
antioxidante, antibacteriano,
antiviral

FANG et al., 2005;
PAWLOWSKA et al., 2008;
PEREZ-GREGORIO et al., 2011;
ZAFRA-STONE et al., 2007;
OZGEN et al., 2009; ERCISLI;
ORHAN, 2007.

Bidens
pilosa L.

Picao preto,
carrapicho,
amor-seco

Planta herbacea, ereta, com
porte variando entre 20 e 150 cm
com folhas opostas, simples,
pecioladas e fendidas.

Alcaloides, flavonoides,
taninos e saponinas.

Cicatrizante, anti-
inflamatorio,
hipoglicemiante,
antimalarico, antibacteriano,
antirreumatico, antitumoral,
antidiarreico.

KUMAR et al., 2010; ALVAREZ
et al., 1996; ALONSO, 2004;
MEDEIROS et al., 2013;
Rodrigues et al., 2006; DE-LA-
CRUZ
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Camellia
sinensis (L.)
Kuntze.

Cha verde,

oolong, cha

preto, cha-
da-india.

Arvores (até 20 metros) ou
frequentemente arbustos.

Alcaloides puricos,
polifendis, flavonoides,
catequinas.

Anti-inflamatéria,
antioxidante,
hepatoprotetor,
antimicrobiana,
hipoglicemiante, inibidora
da enzima conversora de
angiotensina e
antimutagénica.

Fiorini et al., 2005; Kalra et al., 2005;
Nag-C/haudhuri et al., 2005; Yam et
al., 1997; Turchetti et al., 2005;
Barbosa-Filho et al., 2005; Barbosa-
Filho et al., 2006; Santhosh et al.,
2005; Liang et al., 2001; Punyasiri et
al., 2004.

Hibiscus
rosa-
sinensis L.

Pampulha,
hibisco-da-
china, mimo-
de-vénus.

Arbusto de até 5 metros, com ramos
cilindricos e glabros e tronco liso e
flexuosos. Folhas alternas, estipulas
caducas, de peciolo piloso, lamina
foliar simples ovada, com margem
serreada. Flores com bracteas e
sépalas esverdeadas, pétalas
inteiras, avermelhadas.

Antocianinas totais,
carotenoides,
compostos fendlicos
totais, flavonoides,
carboidratos.

Antioxidante, cicatrizante,
antidepressivo,
antibacteriano efeito
hipoglicémico diurético,
anti-inflamatario,
analgésico, hipotensor,
expectorante.

SACHDEWA et al., 2001;
SACHDEWA & KHEMANI., 2003;
MOQBEL et al., 2011; PILLAI &
MINI, 2016; LIN et al., 2007; SILVA
et al., 2019; ONYENEKWE et al.,
1999; MOJIMINIYI et al., 2007; AJAY
et al., 2007; ALl et al., 2003.

Carya
illinoinensis

Noz peca,
nogueira-
peca.

Arvore alta podendo atingir de 25
a 45 metros de altura e didametro
de copa e 5 metros de
circunferéncia de tronco. Produz
mais de 100 kg de nozes por
planta.

Alcaloides, terpenos,
compostos fendlicos,
compostos aromaticos,
triterpenos, ligninas,
taninos, antocianinas,
glicosideos
cianogénicos.

Antibacteriana, diurético,
antioxidante, hipotensor,
vermicida, hipoglicémico.

TAIZ, ZEIGER, 2013; CASTRO et
al., 2004; FERREIRA; AQUILA,
2000; SIMOES et al., 2010;
NOVAES, 2011; PINTO et al., 2002;
BHARDWAJ; SHARMA, 2017;
RECKZIEGEL, 2011
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Illicium  Anis — estrelado, anis-da-
verum sibéria, anis-verdadeiro,
Hook badiana, badiana-
decheiro, funcho-da-
china, anis-da-china e
badiana-da-china.

Arvore perene
de porte médio,
originaria do
sudoeste da
China.

Terpenos, polifendis Expectorante, relaxante,
totais, acUcares espasmolitica, carminativa,
redutores, taninos, estomatica, antisséptica,
flavonoides, antifingico, antibacteriano,
saponinas, alcaloides antiviral, antioxidante.
e cumarinas.

SAMPAIO et al., 2019; CHOUKSEY;
UPMANYU; PAWAR, 2013; HERRERA, 20009;
SCOPEL et al., 2016; SINGH et al., 2006;
SUNG; KIM; KIM, 2012; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000; NARDONI et al., 2015;
DWIVEDY et al., 2018; ROCHA NETO et al.,
2019.

Fonte: Autora (2021)
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3.4 USO DAS LINHAGENS CELULARES NA AVALIAQAO DO POTENCIAL
CITOTOXICO DE PLANTAS MEDICINAIS

A implantacédo de linhagens celulares foi uma das maiores evolu¢des na historia
do cultivo celular. A linhagem celular é o conjunto de células especificas derivadas de
um subcultivo continuado de uma populacdo de células primarias, na qual pode ser
utilizada para determinar dados, com conteudo Unico e estocado em um contentor
proprio, sob circunstancias estabelecidas de armazenamento. A diferenciacdo de uma
linhagem provém de um banco de dados referente ao desenvolvimento populacional,
citogenética, predisposicao celular a amostras virais, reconhecimento da espécie e
tecido de origem (BRETAS et al., 2011).

Para que a célula se mantenha viva, o meio deve oferecer todos 0s nutrientes,
vitaminas e ions inorganicos, elementos necessarios ao crescimento das células e um
ambiente similar a um organismo. Em 1955, a primeira analise sistemética dos
recursos nutricionais importantes para a proliferacdo das células in vitro, foi feita por
Harry Eagle. Com o auxilio de colaboradores, Eagle criou um meio pequeno e
essencial para a cultura, denominado meio EMEM, contido de aminoacidos, vitaminas,
soro animal, sais e carboidratos (TAVEIRAS, 2007; KRETZMER, 2002; BRETAS et
al., 2011).

Uma das revolugfes na historia do cultivo de células animais foi a obtencéo das
linhagens celulares do tecido pulmonar de feto humano feminino (WI-38 e MRC-5),
gue possibilitaram ampliar o numero de vacinas habilitadas para uso humano. A
compra e a utilizacdo de linhagens certificadas se tornaram um meio indispensavel
para o aperfeicoamento de novos medicamentos, avaliacdo da citotoxicidade de
plantas medicinais, de biopolimeros usados para a producéo de préteses ortopédicas
e, atualmente, com a otimizacdo da engenharia de tecidos, a cultura de agrupamentos
de células, permitindo a elaboracdo de enxertos para transplantes cirdrgicos
(KRETZMER, 2002).

O fato de que tumores humanos poderiam dar origem a linhagens celulares foi
crescendo e se tornando importante na cultura celular. Em 1951, George Gey, cultivou
pela primeira vez células de tecido tumoral humano, a linhagem de carcinoma epitelial

humano (HelLa), que é utilizada até hoje. JA no ano de 1962, Nakamura e outros
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estudiosos, no Japao, designaram a linhagem VERO, proveniente do rim de macaco-
verde africano. Esta linhagem foi aprovada para a producdo de vacinas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o que considerou-se ser um interessante

modelo para o0 avanco de novas pesquisas relacionado as vacinas (PERES, 2005).

Muitas outras linhagens foram descobertas e sendo estudadas para atividade
citotoxica de farmacos e plantas medicinais como por exemplo, células de
cancer humano oral (KB), figado (HepG2), célon (CaCO2), mama (MCF-7), cancer
colorretal (RKO), cancer de pulméo (A549), cancer nasofaringeo (CNE-2), melanoma
maligno (B16), células de macréfagos murinos (RAW 264.7), carcinoma epidermoide
humano (KB-3-1), entre outras linhagens (OLIVEIRA; MACHADO; e RODRIGUES,
2014).

Realizar testes de toxicidade celular traz os primeiros conhecimentos sobre a
seguridade das substancias em analise. Desta forma, muitas moléculas futuras séo
desprezadas logo de inicio, em razdo da sua toxicidade celular. Os testes in vitro de
citotoxicidade séo indispensaveis e essenciais para designar a toxicidade celular
inicial, em outros termos, a capacidade especifica de uma substéncia provocar
apoptose e alteracdes na célula, resultante de uma lesédo das atividades celulares
normais (EISENBRAND et al., 2002).

Uma substancia relativamente citotoxica é caracterizada por aquela que dispde
um componente ou um elemento quimico em numero suficiente para ocasionar a
morte celular. A quantidade de células danificadas revela a dose e a eficacia do
composto investigado que faz com que ocorra a apoptose. A definicdo da porcao
liberada da substancia téxica é proporcional a dose captada pela célula (REUTER et
al., 2008).

Na analise da citotoxicidade celular sdo usados métodos de forma direta, que é a
contagem celular, e de forma indireta, na qual trata-se de identificar estruturas
celulares ou medir o metabolismo celular para dimensionar células na cultura. Um
exemplo de forma direta, € a contagem de células em camara de Neubauer, a qual
utiliza-se o corante azul de tripano. Este corante ndo atravessa a membrana, corando
de azul somente as células mortas em virtude do extrato ou farmaco testado (ALVES;
GUIMARAES, 2018).
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Um método indireto amplamente utilizado é o ensaio MTT (3- [4, 5-dimethyl-2-
thiazolyl] -2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), proposto pelo pesquisador
Mosmann no ano de 1983, que tem como funcéo avaliar a viabilidade e o aumento de
células apds a exposicdo a compostos nocivos, e também caracterizar a dose toxica

de novos medicamentos (SILVA et al., 2011).

O ensaio de reducdo do MTT fundamenta-se em medir o dano causado pelo
extrato através da verificacdo da atividade da succinato desidrogenase, uma enzima
mitocondrial. A viabilidade celular é quantificada pela reducdo do MTT, um sal solavel
em agua e de cor amarela, a formazan, um sal de cor parpura e insolivel em agua
(VELOSO et al., 2010).

Outra forma de analisar a viabilidade celular é utilizando o reagente Alamar Blue
(Resazurina) que ao sofrer reducdo € convertido em um composto fluorescente
(Resorufina). A reducéo da Resazurina a Resorufina ocorre dentro das células vivas
pelas enzimas redutoras e, portanto, a fluorescéncia/absorbancia é diretamente
proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas, ou seja, € um corante
usado para medir a viabilidade das células (MUNSHI; TWINING; DAHL, 2014).

Tanto o MTT quanto o Alamar blue sdo de alta qualidade, porém o ensaio azul de
alamar possibilita uma vantagem de maior sensibilidade, na medida em que podem
detectar densidades celulares tdo baixas quanto 200 células/poco. As analises do
MTT sé&o colorimétricas, enquanto que no Alamar blue pode ser medida usando a
deteccdo colorimétrica ou de fluorescéncia. MTT n&o é um produto soltvel, de modo
gue as células devem ser lisadas para solubilizar o sal de formazan antes da medicao
da absorvancia. O Alamar blue nao requer lise celular, permitindo o monitoramento

cinético das mesmas amostras em diferentes pontos de tempo (HAMID et al., 2004).

Existem na literatura cientifica varios relatos sobre a atividade citotoxica de
extratos e substancias isoladas de plantas medicinais. No que diz respeito a estes
relatos, no Quadro 2, sdo apresentadas informacOes sobre a citotoxicidade em
linhagens celulares, das espécies estudadas neste trabalho, suspeitas de HILI. Em
relacdo a espécie Maclura tinctoria, ndo foram encontrados relatos sobre sua atividade
citotoxica em células. Deste modo, este sera o primeiro trabalho realizado e publicado

sobre a atividade citotoxica da M. tinctoria em linhagens celulares.
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Quadro 2: Relatos descritos na literatura cientifica sobre a atividade citotoxica das
amostras com suspeita de HILI, através do cultivo de linhagens celulares pelo método
de bioensaio MTT.
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ESPECIE / SUBSTANCIAS TESTADAS TIPO DE LINHAGENS | METODO POTENCIAL CITOTOXICO REFERENCIAS
AMOSTRA EXTRATO CELULARES
Acetato de Exibiu a atividade mais significativa inibidora CHIANG et al.,
Etila (ICso0 = 36,2 pg /ml). 2004.
NSE RAW 264.7 MTT Atividade moderada com (ICso= 250,8 ug / ml).
Butandlico
DU-145; STEEMKAMP;
MCF-7; GOUWS, 2006.
NSE Extrato aquoso MDA-MB- MTT B. pilosa inibiu a proliferacdo em 10% nas
231: MCF- linhas celulares de carcinoma. O IC50 variou
12A entre 145 e 200 ug / ml.
fenil-1,3,5-heptatriino n-hexano; KB; Dentre todos os extratos, o extrato n-hexano KUMARI et al.,
cloroférmico, apresentou atividade anticancer e antimalarica 2008.
metandlico e HepG2; MTT promissora.
il
acetato de etila Caco 2:
MCF-7.
Bidens — 5 - ; -
pilosa L Butandlico Apresentaram menor efeito antiproliferativo
' contra as células MCF-7, RKO e HepG2
MCF-7; (p<0,05). WU et al., 2013.
Aquoso HepG2; MTT
MGC 803;
NSE Eter petroleo e RKO
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Acetato de Exibiu atividades citotoxicas mais altas contra
Etila todas as células tumorais (p=0,01),
particularmente as células RKO com taxa
inibitéria de 92,87%.
NSE Metandlico Hela; MTT Maior atividade contra as células KB-3- 1 com SINGH et al.,
valores de ICs0 99,56 pg/ml. Para a inibicao 2017.
HepG2; de células HepG2 e Hela foram consideradas
KB-3-1 210,8 ug / ml e 179,3 ug / ml respectivamente.
3-0-galato epigalocatequina
Teve um valor IC 5o de 14,1, 18,2, 17,3 e 40,6
MM contra células HSC-2, HSC-4, MKN-
HSC-2; 45 e Caco-2, respectivamente.
Acetg to de HSC-4; Os valores de ICsp para as células HSC- KITAGAWA et
Etila e S al., 2016
- AE- 2, HSC-4, MKN-45 e Caco-2 foram iguais a
Chak i lell Metanolico MKN-45; MTT .
akasaponinas | € 4,6, 17,5, 16,8 e 30,2 uM, respectivamente.
CaCoO-2.

Florateasaponina A

Os valores de ICso para as células HSC-
2, HSC-4, MKN-45 e Caco-2 foram iguais a
44,6,2,4,5¢e 19,3 uM, respectivamente.
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Camellia (-) epigalocatequina galato
sinensis L. (ECGC)
Kuntze Quercetina
N&o OSCC-3; MTT Todos os extratos sao citotoxicos para as RAMIREZ et
Acido galico especificado células HepG2, com o ECGC demostrando al., 2004:
SCC-61; citotoxidade dominante, sendo que a maior RAMIREZ et
inibicao (82%) foi mostrada por ql,Jercetina, al. 2016.
SQ-20B; com 25 uM (IC so = 11,90 yM). Ja para as '
células restantes, a quercetina se mostrou
HepG2. mais citotoxica com IC so entre 75 e 505 pM.
Galato de epigalocatequina
(GELC)
N&o HeP2 e sua MTT e GEC e GELC néo foram toxicos na faixa de
especificado sublinha CK2 analise concentracdo de 2,5 ymol a 50 ymol. A maior
morfolégica concentragdo de ECG (500 pmol) causou DURGO etal.,
Galato de epicatequina efeito toxico semelhante em ambas as 2011.
linhagens celulares. GELC mostrou maior
(GEC) o ~
potencial citotdéxico, mesmo em concentracdes
cinco vezes menores do que em uma Xicara
normal de cha verde.
5,5 -penta-hidroxi-cis-estil- bene O composto 5 foi 0 mais ativo contra ambas as | ABDEL et al.,
(1), resveratrol (2), oxiresveratrol linhas celulares investigadas com 20109.
(3), norartocarpetina (4), kuwanon Extrato MCF-7 e MTT um valor IC so de 3,92 IM. Para a HepG2, a
C (5), morusina (6), cudraflavona | cloroférmico HepG2

A (7), kuwanon G (8), albafurano
C (9), mulberrofurano G (10), 3-

acetil-O- a- amirina (11), 3-acetil-
O- b- amirina (12), &cido ursolico -
3-O-acetato (13) e uvaol (14).

maioria dos compostos suprimiu o crescimento
com um IC so de 9,54 a 44,71 IM. Os
compostos terpendides apresentaram
atividade relativamente fraca, uma vez que os
compostos 13 e 14 tiveram IC 50 165,70 e
94,70 IM, respectivamente.
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Morus nigra
L
As IC 5o calculados para a citotoxicidade foram | FREITAS et al.,
107,2 ug/ml para o melanoma murino, 324,2 2016.
NSE Extrato HaCat; L- ug/mL para a queratinécitos humanos e 116,3
etandlico 929: e g/mL para o de fibroblastos de rato. Concluiu-
B16F10 MTT se que o extrato da M. nigra foi mais toxico
para as células B16F10.
Etandlico, OVCAR- MTT Os extratos causaram mais de 75% de SOUZA et al.,
metandlico e 8; SF-295; inibicdo do crescimento celular em qualquer 2016.
NSE cloroférmico, e HCT-116 linhagem, sendo considerados ativos.
Extrato de PC-3e MTT O extrato da planta exibiu citotoxicidade TURAN et al.,
dimetilsulféxido células de seletiva moderada contra células PC-3 2016.
fibroblastos em comparagdo com células de fibroblastos
do prepucio. do prepucio.
NSE
Este extrato inibiu o crescimento de células de | GOLDBERG et
melanoma de uma maneira dependente da al., 2016.
Extrato aquoso B16F10 MTT dose, reduzindo-as em 2 vezes a 1 mg/ ml e 4
NSE vezes a2 mg/ ml.
O extrato de hibisco foi capaz de induzir
Hibiscus seletivamente a apoptose em células de
rosa- Extrato aquoso ER+ cancer de mama triplo-negativas e positivas NGUYEN et al.,
sinensis para receptor de estrogénio 20109.
NSE CMTN MTT de uma maneira dependente da dosagem. Foi
capaz de aumentar o estresse oxidativo e
diminuir o potencial de membrana mitocondrial
em comparagdo com tratamentos individuais.
Extratos T24 MTT O extrato da casca teve um IC sode 1,8 mg ROSA et al.,
acetoénicos de /ml, e o extrato do grdo um valor de IC 50 2014
NSE LCC-PK1

graos e cascas

(citotoxicidade mais baixa) de 4,6 mg/ml.
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NSE Extrato MCF-7 MTT O ensaio de MTT mostrou que o extrato da HILBIG et al.,
metanolico casca de noz-pecé apresentou citotoxicidade 2017
Carya contra células MCF-7 (IC s0=74,11 pg/ml). A
illinoinensis maior dose testada (25 pg / ml) foi capaz de
inibir 93% do crescimento das células MCF-7.
Os extratos brutos de nozes de concentragfes
variaveis foram adicionados as células durante
1h e ndo houve diferencas significativas (p> | KELLETT etal.,
NSE N - CaCo-2 MTT 0,05) entre as célu_las _da amostra_e as células 2019.
de nozes de c<,)r_1trole. A parflr (ﬂlsso, conf:lt_uu-se gue os
fendlicos de peca ndo eram toxicos para as
células em nenhuma das concentracdes
examinadas no estudo.
MCF7; T47D; MTT A espécie lllicium verum, apesar de NAJAR et
. MDA-MB- aparentemente ativo contra uma variedade de al.,2019.
Oleos essenciais de frutas e Extrato bruto | 231: K562 e linhagens de células cancerosas na literatura
sementes SH-SY5Y citados pelos autores, o seu efeito citotoxico
[llicium foi inativo (IC so > 100 ppm).
verum
HCT 116; MTT Os resultados mostraram que esta espécie ASIF et al.,
] HT-29 e tem atividade antiproliferativa moderada contra 2016.
Oleo essencial somente de frutos - CCD-18co a linha de células HCT 116 e HT-29, com
um valor IC so0 de 50,34 + 1,19 pg/ml. Quanto a
toxicidade contra células de c6lon humanas
normais (CCD-18co), o IC so foi de 200 +
2,29 ug/ml.
Extrato HL-60; K- MTT A andlise de MTT mostrou que a pristimerina COSTA et al.,
o _ etandlico 562; SF-295; exibiu atividade citotoxica contra todas as 2008.
Pristimerina HCT-8; e cinco linhagens de células

cancerosas. Os valores de IC 50 variaram de
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Maytenus
ilicifolia

MDA / MB- 0,55a 3,2 IM em MDA / MB-435 e K-
435 562, respectivamente.
Maytefolina A Extrato HL-60 e KB/S MTT Apenas o eritrodiol apresentou atividade OHSAKI et al.,
etandlico e citotoxica significativa com IC so de 7,0 mg/ml, 2004.
uvaol-3-caffeate metandlico enquanto todos 0s outros compostos

betulina

eritrodiol

apresentaram valores de IC so superiores a
10 mg / ml. Nenhum desses compostos
induziram alteragcdes morfolégicas
em células HL-60 com concentra¢des de 0,05-
25 mg/ml.

*NSE: ndo houve substancias especificas;
*RAW 264.7 (Linhagem de macréfagos); DU-145 (células de carcinoma da préstata); MCF-7 e MDA-MB-231 (células de cancer de mama); MCF-12A (células da mama néo maligna); KB (células de
cancer humano oral); HepG2 (Células de Carcinoma hepatico); CaCO-2 (células do cancer de col6n); MGC 803 (cancer gastrico); RKO (cancer colorretal); HeLa (carcinoma epitelial humano); KB-3-
1 (carcinoma epidermdéide humano); HSC-2, HSC-4 e MKN-4 (células do carcinoma gastrico humano); OSCC-3, SCC-61 e SQ-20B (carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co humano);
HeP2 (células de carcinoma da laringe humana); HaCat (células de queratinécitos humanos); L-929 (células de fibroblastos); B16F10 (células de melanoma murinho); OVCAR-8 ( cancer de
ovario); SF-295 (cancer no cérebro); HCT-116 (cancer de colon); PC-3 (células de adenocarcinoma de prostata humana); ER+ (células de cancer de mama positivas para receptor de estrogénio);
CMTN (células de cancer de mama humano triplo-negativas); T24 (cancer de bexiga); LCC-PK-1 (células epiteliais renais); K562 (eritroleucemia mieléide cronica humana); SH-SY5Y (célula de tumor
maligno); CCD-18co (células de célon humanas normais); HL-60 (leucemia promielocitica); SF-295 (glicoblastoma); KB/S (células do carcinoma epiderméide de boca).

Fonte: Autora (2021)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram cedidas por pacientes atendidos no Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgar Santos (HUPES) com suspeita de HILI, desde a planta
inteira até um medicamento fitoterapico. A tabela 3 apresenta a relacdo dos produtos
naturais que foram cedidos pelos pacientes com suspeita de lesdo hepatica induzida
por ervas. No total foram 09 amostras, advindo de pacientes individualmente, sendo
planta inteira, folhas secas, raizes ou cascas, sendo que uma das amostras € o cha
misto Detox (rasuras de folhas, caules, raizes e cascas) uma mistura com mais de 70

espécies, e por isto ndo esta especificado na tabela abaixo.

Tabela 3 — Relacdo dos produtos naturais utilizados por pacientes com suspeita de
lesdo hepatica induzida por ervas do Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgar Santos (HUPES).

NOME CIENTIFICO FAMILIA NOME POPULAR FORMA / ASPECTO
Maclura tinctoria Moraceae Leite de moreira Cépsulas
Bidens pilosa Asteraceae Picdo preto; carrapicho Planta inteira
Camellia sinensis Theaceae Cha verde Pé
Hibiscus rosa-sinensis Malvaceae Hibisco Flores desidratadas
Morus nigra Moraceae Amora Preta Folhas rasuradas
Carya illinoinensis Juglandaceae Nogueira-peca Casca pulverizada
lllicium verum llliciaceae Anis estrelado Folhas
Maytenus ilicifolia Celastraceae Espinheira santa Folhas desidratadas

Fonte: Autora (2021)


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk005dpE3udJ03TQW4jWJ4kinUXK76Q:1592771426238&q=Malvaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwuzClexMrpm5hTlpicmpgKADzZVnIZAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiYzMb435PqAhWWH7kGHXbCCeMQmxMoATAgegQIGBAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk005dpE3udJ03TQW4jWJ4kinUXK76Q:1592771426238&q=Malvaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwuzClexMrpm5hTlpicmpgKADzZVnIZAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiYzMb435PqAhWWH7kGHXbCCeMQmxMoATAgegQIGBAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02Zjjomck9bNau9QjW08uQ380Dgsg:1592771676025&q=Juglandaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMxLSktZxMrjVZqek5iXkpicmpgKAP-vy-UcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiWrtTv4JPqAhWIGbkGHbaWAMsQmxMoATAXegQIBhAD
https://pt.wikipedia.org/wiki/Illiciaceae
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4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A extragéo foi realizada com base no método de maceracgéo. Utilizou-se 10 g do
material recebido, de acordo com a disponibilidade da amostra. O fluxograma 1 indica

0s procedimentos realizados.

FLUXOGRAMA 1 — Esquema geral de particio e separacdo dos principais
metabdlitos presente nas plantas

Material Vegetal

Maceragdo com MeOH (cerca de 10
dias)

Evaporagao do solvente

Extrato Metandélico

/ Particio \ CHCI3:MeOH/H20 (6:4)

Fase Hidroalcodlica Fase Cloroférmica
Descarte Extrato cloroférmico

Foram obtidos 20 extratos, sendo 10 extratos metandlicos e 10
extratos cloroférmicos. No qual as amostras foram codificadas com as iniciais
do nome popular de cada espécie e solvente extrator utilizado, conforme
Quadro 3.

Quadro 03. Cdadigo de cada extrato, de acordo com o nome popular da planta

medicinal e solvente extrator.

NOME POPULAR / Solvente SIGLA/
PLANTA Extrator AMOSTRA
MEDICINAL
Cha detox misto | Metanol D1M

Cloroférmio D1C
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Cha detox misto Il Metanol D2M
Cloroférmio D2C

Hibisco Metanol HM
Cloroférmio HC
Nogueira-peca Metanol NPM
Cloroférmio NPC

Picdo preto Metanol PPM
Cloroférmio PPC
Anis estrelado Metanol AEM
Cloroférmio AEC
Cha verde Metanol CVM
Cloroférmio CvC

Espinheira Santa Metanol ESM
Cloroférmio ESC
Leite de Moreira Metanol LMM
Cloroférmio LMC

Fonte: Autora (2021)

4.3 SCREENING FITOQUIMICO

Os extratos das amostras foram submetidos a ensaios fitoquimicos segundo a
metodologia adaptada de Bessa, Terrone e Santos (2007), para a identificacdo de
alcaloides, cumarinas volateis, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos e/ou

esteroides.
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4.3.1 ALCALOIDES

Para identificacdo de alcaloides foi adicionado 2,0ml de acido cloridrico 10%
em 2,0 ml do extrato metandlico a 2 mg/ml e aquecido por 10 minutos. ApoOs
resfriamento foram adicionadas 3 a 4 gotas do reagente de Dragendorff. Leve turbidez
ou formacgé&o de precipitado roxo ou laranja, indicam reacao positiva.

4.3.2 CUMARINAS VOLATEIS

Em um tubo de ensaio foram colocados 2,0 ml do extrato metandlico a 2 mg/mi
e uma tampa de papel filtro impregnada de uma base forte (KOH 10%), levou-se a
banho maria a 100°C por alguns minutos. A observacao de fluorescéncia sob luz UV

no papel filtro indica a presencga de cumarinas volateis.

4.3.3 FLAVONOIDES

Em 2,0ml do extrato metandlico a 2 mg/ml foram adicionados alguns
fragmentos de magnésio e, pelas paredes do tubo, 2 gotas de &cido cloridrico diluido.

4.3.4 SAPONINAS

Em 2,0 ml do extrato metandlico a 2 mg/ml foram adicionados 5,0 ml de agua
fervente. Apos resfriamento e agitacdo vigorosa, o surgimento de espuma persistente

por 20 minutos caracteriza presenca de saponinas.

4.3.5 ESTEROIDES E TRITERPENOIDES

Com o extrato pronto, foram realizados testes em tubos de ensaio, sendo
utilizadas as reacoes de Salkowski (reacéo 01) e Liberman-Burchard (reagéo 02), com
extrato cloroférmico a uma concentracdo de 2 mg/ml. O desenvolvimento de uma cor
azulada significara a presenca do nucleo esteroide, na reacao 01. Na reacao 02,
apresentara uma coloracao roxa, caso haja presenca de esteroides e triterpenos
(SILVA; LIMA, 2016).
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4.3.6 TANINOS
Em 2,0 ml do extrato metandlico a 2 mg/ml foram adicionadas 5,0ml de agua
destilada e 1 ou 2 gotas de cloreto férrico 10%. A coloracédo azul indicou a possivel

presenca de taninos hidrolisaveis e a colorac¢é@o verde de taninos condensados.

4.4 ANALISE QUANTITATIVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
SEQUESTRO DE RADICAL LIVRE 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA (DPPH).

O teste de atividade antioxidante, frente ao sequestro de radiciais livres DPPH,
foi adaptado da metodologia utilizada por Almeida e colaboradores (2006). Este
método, foi a primeira técnica desenvolvida para quantificar a atividade antioxidante
(AA) de metabolitos, descoberta na década de 50. O DPPH € um radical de nitrogénio
instavel, e dispbe de uma cor roxa que ao reagir com compostos redutores, ou seja,
antioxidantes, € convertido em difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (figura 2), o qual

possui cor amarela, provocando assim uma descoloracdo do meio (GULCIN, 2012).

AL, @LO

\©/ \©/
DPPH (ox) DPPH (red)

purple yellow

Figura 2. Reduc¢éao do DPPH
Fonte: adaptado de Pires et al. (2017)

Inicialmente, realizou-se uma triagem com os 20 extratos numa concentracao
de 1,0 mg/ml com objetivo de identificar se estes apresentavam ou nao atividade.
Desta forma, se o0 extrato ndo apresentar tal atividade, ndo sera interessante a
realizacdo de diluicbes seriadas, a fim de se obter a concentracdo inibitéria e
prosseguir com a reducdo da concentracdo neste extrato para alcancar a

concentracdo inibitéria ou concentracdo equivalente (ICso) que € a quantidade de
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extrato necessario para inibir a concentracéo inicial de DPPH em 50% (LOGANAYAKI,
SIDDHURAJU e MANIAN, 2013).

Diluiu-se os extratos em MeOH, adquiriu-se uma solucdo mée de 1,0 mg/mL
utilizada para triagem, em seguida foram feitas diluicdbes decrescentes (0,5; 0,25;
0,125; 0,0625; 0,03125 e 0,015625 mg/mL). Colocou-se 50 yL destas amostras na
microplaca de 96 pocos. Em seguida adicionou-se em cada poc¢o 200 uL da solugéo
de DPPH (200 Mm). Como padrdo usou-se o antioxidante hidroxitolueno de butila
(BHT) e como branco substituiu a solu¢do do extrato por MeOH.

A placa foi incubada em local com auséncia de luz por 30 minutos, em seguida
realizou-se a leitura em espectrofotbmetro a 600 nm. Apds a leitura, calculou-se a
porcentagem de atividade pela férmula: % de inibicdo do radical DPPH = ((Abs do
controle — Abs da amostra) / (Abs do controle) x 100) (OLIVEIRA et al., 2015). Através
destes dados foi possivel construir a curva % de inibicdo do radical DPPH versus

concentracéo, e por interpolagéo obteve-se o valor da ICso.

45 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (INIBICAO DA OXIDACAO DO 8-
CAROTENO/ACIDO LINOLEICO).

O teste de oxidacao do B-caroteno/ acido linoléico (figura 3) analisa a atividade
de inibicdo dos radicais livres produzidos durante a peroxida¢do do acido linoléico
(ALMEIDA et al., 2006). A oxidacdo do acido linoleico leva a formacédo de radicais
peroxila, os quais sao formados pela perda de um atomo de hidrogénio presente no
grupo metileno deste acido (KUMARAN e KARUNAKARAN, 2006).

Os radicais peroxila, vao atacar as ligagdes duplas do B-caroteno, e como
consequéncia, havera também a formacdo de radicais livres nesses compostos. A
presenca de compostos antioxidantes nas amostras a serem testadas, minimizara a
oxidagao do B-caroteno. Assim, a taxa de degradacao deste dependera da quantidade
de antioxidantes presentes na amostra (ISMAIL et al., 2010). Quanto menor a
guantidade de antioxidantes presente no extrato a ser testado, maior sera a

degradagao do [3-caroteno e vice-versa.
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Figura 3. Estrutura do p-caroteno (A) e do acido linoleico (B). Ao

lado reacao de oxidacao do [3-caroteno/acido linoleico.

Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antioxidante.html

O teste de Inibicdo da oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico foi realizado
através de um método originalmente descrito por Marco (1968) modificado por Miller
(1971) com sucessivas modificacdes.

Primeiramente fez-se necessério a realizacdo de uma triagem com todos 0s
extratos na concentracdo de 1,0 mg/ml com intuito de identificar quais destes
apresentavam inibicdo da oxidacdo do B-caroteno. No preparo da solucao reativa,
adicionou-se em um erlenmeyer de 250mL: 20uL de acido linoléico como agente
oxidante (TCI), 200 yL de Tween 20 como agente emulsificante (SYNTH), 1000 uL de
CHCIs e 1000pL de B-caroteno (SIGMA-ALDRICH) na concentragao de 2,0 mg/mL. O
Erlenmeyer foi coberto por papel aluminio com a finalidade de evitar o contato dos
reagentes com a luz. Em seguida, a solucdo foi submetida a secagem em rota
evaporador (BUSCHI-SWITZERLAND) a 60°C até a total evaporacdo do CHCls (2-4
horas).

Com o fim da secagem da solucéo, adicionou-se lentamente em constante
agitacdo 100 mL de agua ultrapura. Para a leitura da absorbancia (600 nm), usou-se
uma microplaca de 96 pocos de fundo chato (KASVI). Em cada cavidade da placa
adicionou-se 200 uL da solucdo, 10 yL da amostra e 10 pyl de MeOH (controle).

A primeira leitura da placa de ELISA foi registrada como tempo zero (T0), em
seguida para acelerar a reacéo, a placa foi levada a uma estufa de secagem e
esterilizacdo (SL-100/ SOLAR) a 45°C para que iniciasse o descoramento do B-

caroteno. A cada 20 minutos realizou-se a leitura da absorbéancia até atingir duas
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horas apos o inicio do descoramento. Esta leitura foi realizada em triplicata e auxilio
de um espectrofotobmetro de microplaca (EL800/BioTek). Como padrdo usou-se o
BHT, e para célculo da concentracdo inibitéria (ICso) utilizou-se as seguintes
concentracbes das amostras: 0,03125, 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 e 1,0mg/mL. Os
resultados foram determinados em porcentagem de inibicdo da oxidagdo do [3-
caroteno através da formula:

%l = (Abic-Abfc) - (Abiam-Abfam) / (Abic-Abfc) x 100,

onde: Abic = Absorbancia inicial do controle, Abfc = Absorbancia final do controle,
Abiam = Absorbancia inicial da amostra e Abfam = Absorbancia final da amostra
(ALMEIDA et al., 2006).

4.6 FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo no teor de fendlicos totais nos extratos cloroférmico e
metandlico foram determinadas usando o reagente Folin-Ciocalteau em microplaca
de 96 pocos como descrito por Singleton e colaboradores (1999), adaptado por
Sivakumar e colaboradores (2005) e Garcia e colaboradores (2015).

O ensaio com o reagente de Folin-Ciocalteau € um método espectrofotométrico
baseado na interacdo entre substancias redutoras com este reagente. Este reagente
é formado por uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico. O
molibdénio e o tungsténio encontram-se em estado de oxidacdo 6+. No entanto,
guando em contato com agentes redutores, como 0s compostos fendlicos, tem como
produto os chamados molibdénio e tungsténio de coloragdo azul, os quais seus
estados de oxidacdo encontram-se entre 5+ e 6+. Esta mudanca de coloracao permite
a determinar a concentracdo das substancias redutoras (SOUSA et al., 2007).

A figura 4 mostra a reacdo de substancias redutoras em contato com o reagente
de Folin-Ciocalteau. Os compostos fendlicos presentes nos extratos vegetais, quando
entram em contato com substancias com pH alcalino (pH > 7) formam como produto
o anion fenolato. Este anion, reduz o reagente de Folin-Ciocalteau (Amarelo) e
consequente ha formagéo dos oxidos de tungsténio e molibdénio (Azul) (PIRES et al.,
2017).
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Fonte: Oliveira e colaboradores (2009).

Figura 4: Mecanismo mostrando a reacéo das substancias fendlicas com reagente

de Folin-Ciocalteu

Para a realizacdo do teste, 20 uL do extrato na concentragao de 300 pg/mL (em
triplicata) foram adicionados nos pocos da microplaca, acrescentou-se 100uL do
reagente de Folin—Ciocalteu diluido em agua destilada na proporcéo de 1:4, e agitador
por 60s, e aguardou por quatro minutos, apos este tempo adicionou-se 75uL de uma
solugao de carbonato de sédio (100ug/mL) e agitador por 60s. Ap6s duas horas de
incubacédo na auséncia de luz e temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em
750 nm no leitor de microplaca (BioRad EIx800). No branco da reacao, substitui-se a
amostra por agua destilada. Para fins de calculo subtraiu-se a absorbancia dos
extratos pela absorbancia do branco.

Para a construcéo da curva de concentracao versus absorbancia, foi preparada
uma solucdo mae com o acido galico. Este foi diluido em agua destilada até uma
concentragdo de 500ug/mL, em baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida foram
preparadas nove solu¢des-padrdo que variaram de 10 a 500 yg/mL. Os resultados

foram expressos em mg equivalentes de acido galico por grama de extrato.

4.7 FLAVONOIDES TOTAIS

O teor total de flavondides dos extratos foi determinado pelo método
colorimétrico do cloreto de aluminio (AICI3) adaptado por Chatatikun e Chiabchalard
(2017). Segundo Popova e colaboradores (2004), neste método ocorre uma reagao

de complexacdo entre o ion aluminio (AI**) e os grupos carbonila e hidroxilas
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presentes nas moléculas de flavonoides, a qual apresenta como produto um complexo

flavonoide-Al de coloragdo amarela (Figura 5).

OH 0
Al
HO o . OH HO o} _..n(j[o/

AlCl
—_—

OH OH
OH OH

Catequina Catequina-Al**

Figura 5: Mecanismo mostrando a complexacéao entre o flavonoide e o cloreto

de aluminio (AICIs) com formagdo de complexo estavel (flavondide-Al).

Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antioxidante.html

Os extratos foram diluidos em EtOH 80% com auxilio de um Banho Ultrassom
(QUIMIS modelo) para solubilidade total das amostras. 50 pL dos extratos na
concentracao de 1000ug/mL (em triplicata), foram adicionados a microplaca de 96
pocos, em seguida adicionou-se 10 pL do reagente AICI3 (10%), seguido da adicdo de
150 uL de EtOH (95%) juntamente a 10ul de acetato de sddio (1M). O branco foi
preparado substituindo a amostra por EtOH (80%). Os reagentes foram misturados
com pequenos movimentos da microplaca sobre uma estrutura lisa e armazenados
na auséncia de luz em temperatura ambiente por 40 minutos. A leitura da absorbancia
foi realizada no comprimento de onda de 415 nm.

A construgdo da curva de concentragdo versus absorbancia foi realizada
através do preparo de uma solucdo mae, na qual utilizou-se como padrdo a
quercetina. Esta foi diluida em EtOH (80%) até uma concentragao de 200ug/mL, em
baldo volumétrico de 10mL. Em seguida, passou por diluicdo seriada cujas
concentragbes variaram de 5 a 100ug/mL. O teor de flavondides totais, foram

expressos em mg equivalentes de quercetina por grama de extrato.


http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antioxidante.html
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4.8 TESTE DE LETALIDADE DA Artemia salina (Nauplius)

O ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina € um teste rapido, de baixo
custo, eficiente e de facil manutencdo na area laboratorial, na qual consiste na
exposicdo dos Nauplius durante 24 ou 48 horas a diferentes concentracbes de
amostras em estudo, com o propdsito final de avaliar o quantitativo de organismos
vivos e mortos (PIMENTEL et al., 2011).

A metodologia empregada para avaliar a toxicidade dos extratos vegetais em
estudo, baseou-se em Meyer e colaboradores (1982), na qual os ovos da Artemia
salina foram colocados em um aquario de acrilico com metade das laterais cobertas
de papel aluminio, com solucdo salina e uso de bomba Power 100 para obter a
oxigenacdo. Utilizou-se uma placa de plastico com orificios e ap6s a eclosdo dos
Nauplius, as larvas migraram do lado escuro para o lado luminoso, feito por uso de
lampada fluorescente, onde puderam ser coletadas vivas com o auxilio de uma pipeta
Pasteur.

Em triplicata, adicionou-se 10 nauplius em 5 ml de agua do mar e tubos foram
colocados em sonicador. O volume do tubo foi completado com 4gua do mar para 5
ml. ApOs 24 h em contato com a suspensao dos extratos, realizou-se a contagem do
namero de larvas sobreviventes. Foram consideradas mortas aquelas larvas que
permaneceram iméveis por mais de 10 segundos apés agitacdo suave dos tubos. Os
Nauplius foram contados novamente apds esse periodo e os valores anotados para

estimar a concentragéo letal média (CLso).

4.9 ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A enzima acetilcolinesterase (AChE) tem atividade muito importante no
desenvolvimento do impulso nervoso. Esta enzima age como potente inibidor do
neurotransmissor acetiltiocolina nas sinapses colinérgicas (MOTA et al., 2012). A
acetiltiocolina por sua vez ao ser hidrolisada forma como produto o acetato e tiocolina
(Figura 6). Nenhum destes produtos tem efeito transmissor significativo, logo, ocorre
o fim da acéo do transmissor (KATZUNG, MASTERS e TREVOR, 2014).
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FIGURA 6: Reacéo da enzima acetilcolinesterase.
Fonte: adaptado de Barbosa et al. (2010)

O teste foi realizado em microplaca de 96 pocos (KASVI) com base no método
espectrofotometro proposto por Ellman e colaboradores (1961) e modificacdes
realizadas por Rhee e colaboradores (2001).

A tiocolina formada como produto na quebra da acetiltiocolina reage com o
DTNB ou reagente de ELLMAN e produz 2- nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e o
acido 2-nitro- 4-tiobenzéico de coloracdo amarela. A queda da absorbancia no final do
teste indica que a amostra em estudo apresenta acdo inibitéria da enzima
acetilcolinesterase (BARBOZA et al., 2010).

Para realizacdo deste teste, foram colocados em cada cavidade da microplaca,
140 uL de tampéo fosfato (pH = 7,5), 10 uL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL),
20 yL de DTNB (10mM) e 20 uL da amostra. Em seguida, realizou-se a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 405 nm. Para dar inicio a reacdo, acrescentou-
se o substrato acetilcolina iodada. Como padréo foi usado a eserina (fisiostigmina) e
MeOH como controle.

A placa foi incubada na auséncia de luz, com o monitoramento da reagéo
realizado a cada 10 minutos durante 1 hora. Os resultados foram calculados em
porcentagem de inibicdo através da seguinte férmula: %I = (Abc - Abam) / Abc x 100,
onde: Abc = Absorbancia do controle e Abam = Absorbancia da amostra (Adaptado
de HASNAT, PERVIN e LIM, 2013). Os valores de ICso foram adquiridos a partir da
construcdo de uma curva de concentracdo em mg/mL versus porcentagem de inibicao

com auxilio do programa Excel® 2016.
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4.10 ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS NORMAIS E TUMORAIS

Para avaliar a citotoxicidade dos extratos testados e determinar o valor de ICso,
foi utilizado o método colorimétrico do Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA). O
Alamar Blue (resazurina) é um indicador que produz uma mudanca colorimétrica e
um sinal fluorescente em resposta a atividade metabdlica. A resazurina é reduzida
em resorufina por células metabolicamente ativas. A forma oxidada € azul (ndo
fluorecente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é résea (fluorescente/célula viavel).
A reducdo do Resazurina em Resorufina (figura 7) reflete a viabilidade celular
(AHMED et al., 1994).
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Figura 07: Reducédo do Resazurina em Resorufina

Fonte: https://www.wikiwand.com/pt/Resazurina

A linhagem de células cancerosas, hepatocarcinoma humano (HepG2) e uma
linhagem celular ndo cancerosa, fibroblasto pulmonar humano (MRC-5), foram

adquiridas e cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador — BA.

No ensaio em questdo, as células foram distribuidas em placas de 96 pocgos
numa densidade pré-definida de 0,7 x 10° células/mL para células aderentes. As
fracbes metanolica e cloroformica dos extratos de: Noz pecd, cha verde, detox 1,
detox 2, espinheira santa, anis, picdo preto, hibisco, amora, leite de moreira e o
controle positivo (DOX; doxorrubicina), controle de droga com atividade antitumoral
jareconhecida,foram adicionados em uma série de 8 concentracdes (50 a 0,39 pg/ml)

para os extratos e 0,021 a 2,7ug/mL para doxorrubicina. Para o controle negativo foi
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adicionada a mesma quantidade do DMSO (0,025%). As placas foram incubadas por
72 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apés esse periodo, foram adicionados 20
ML/pogo de Alamar Blue e as placas foram incubadas por mais 4 h. A leitura das
placas foi feita no espectrofotdbmetro (Spectramax 190, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA), nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm.

Apls execucdo dos experimentos, foram calculados os valores de ICso
(concentracdo inibitéria para 50% das células cancerigenas) e CCso(concentracao
citotoxica para 50% das células normais) utilizando dados obtidos de dois

experimentos independentes realizados em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SCREENING FITOQUIMICO

A partir da realizacdo da caracterizacéo fitoquimica foi possivel constatar os
grupos dos compostos quimicos provenientes do metabolismo secundario das
plantas, como alcaldides, cumarinas volateis, taninos, saponina, flavondides,
esterdides e triterpendides. Para a confirmacdo ou ndo da presenca de metabdlitos
secundarios nas espécies avaliadas neste trabalho, foram utilizadas reac6es quimicas
que resultam no desenvolvimento de coloracéo ou precipitacdo caracteristica de cada
classe de metabdlitos, indicando assim a sua presenca ou auséncia. A Tabela 4

mostra os resultados obtidos apds a realizacdo da triagem fitoquimica.

Tabela 4: Triagem fitoquimica dos extratos de plantas suspeitas de serem

hepatotoxicas.
AMOSTRAS TANINOS FLAVONOIDES CUMARINAS SAPONINAS ALCALOIDES
AMORA - s - - -
PRETA
PICAO + + + - +
PRETO
NOGUEIRA-  + . - - -
PECA
ESPINHEIRA  + + - - +
SANTA
HIBISCO + + § - §
ANIS + + + - -
ESTRELADO
CHA VERDE - + + - +

*(+) presenca e (-) auséncia de metabdlitos secundarios
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Dos extratos das plantas estudadas, apenas o cha verde e a amora preta ndo
apresentaram taninos em sua composicdo. Todas as espécies possuem flavonoides,
ao contrario de saponinas que ndo se mostraram presentes em nenhuma espécie
estudada. Cumarinas foram encontradas apenas nas espécies hibisco e cha verde. .
Na analise de alcalbides, a espinheira santa, o cha verde e picao preto expressaram
resultados positivos quanto a presenca de alcaldides, ja a amora preta, nogueira-peca,

hibisco e anis estrelado apresentaram resultados negativos.

Outros compostos importantes e que tém sido identificados nos extratos das
plantas estudadas neste trabalho, sédo os triterpenos e esteroides, que por sua vez
Sao compostos promissores para o estudo de novos medicamentos, e, compreendem
uma variedade de compostos com especialidades bioldgicas ja descritas na literatura,
como acgao anti-inflamatoria, antibacteriana e analgésica (Oliveira e Almeida, 2016).
Na tabela 5, estdo os resultados dos testes realizados para determinar a existéncia

de triterpenos e esteroides.

Tabela 5: Teste qualitativo para Triterpenos e Esteroides

AMOSTRAS REACAO DE REACAO DE LIEBBERMAN-
SALKOWSKI BURCHARD

Amora + +4++

Carrapicho/picdo preto ++ +++
Nogueira-peca + +

Espinheira santa + o+
Hibiscus o * ok
Anis Estrelado + +
Cha verde = -

Leite de Moreira +++ +++

Cha Detox Misto +++ o+

(+) Resultado fraco positivo; (++) forte positivo; (+++) fortemente positivo.
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(-) Resultado negativo
**Na reacao L.B. observou-se formacéo de fases, sobrenadante azulado e

fundo amarelado, obtendo depois resultado positivo.

Foram realizados dois testes, Reacao de Salkowski e Reacao de Liebberman-
burchard. Os resultados foram identificados como (+) fraco positivo, (++) forte positivo,
(+++) fortemente positivo e (-) negativo. Todas as espécies, com excecao do cha

verde, confirmaram presenca de triterpenos e esteroides nos dois testes realizados.

Os extratos de leite de moreira e cha detox misto destacaram-se pela presenca
de “fortemente positivo” nos dois testes realizados. Dzuback et al. (2006), afirma que

os triterpenos representam 30% dos constituintes quimicos da planta leite de moreira.

Em relacdo ao cha detox misto, este é composto por mais de 70 espécies.
Segundo Casanova e Costa (2017), a combinacéo de substancias de varias espécies
pode influenciar na biodisponibilidade de compostos ativos.

5.2 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Segundo Soares et al. (2008), os compostos fendlicos sdo definidos como
substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal,

englobando desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizagao.

Os resultados da quantificacdo de fendlicos totais estdo expostos na tabela 6.
Tais resultados foram expressos como miligramas equivalentes de acido galico (EAG)
por grama de extrato. A equacao da curva de calibracéo do acido galico foi y = 0,0013x

- 0,0141, onde “y” é a absorbancia das amostras medidas a 750nm, “x” é a

concentracéo de acido galico e o coeficiente de correlagédo foi R2= 0,9997.

Tabela 6: Quantificacdo de Fendlicos Totais em mg de EAG/g de Extrato.

Extrato MeOH Extrato CHCIs
Espécie / Amostra (mg EAG/g de extrato) (mg EAG/g de extrato)
Maclura tinctoria 25,46 (+ 0,01) 23,15 (+0,01)

(Leite de Moreira)



Morus nigra
(Amora preta)

Maytenus ilicifolia
(Espinheira santa)

Camellia sinensis
(Chaverde)

Carya illinoinensis
(Nogueira-pecd)

Hlicium verum
(Anis estrelado)

cha detox misto 1

cha detox misto 2

Bidens pilosa
(Picao preto)

Hibiscus rosa-sinensis

30,07 (+ 0,039)

49,31 (+0,003)

20,85 (+ 0,004)

31,61 (+ 0,01)

23,92 (+ 0,003)

53,15 (+ 0,011)

33,15 (+ 0,004)

15,46 (+ 0,007)

13,15 (+0,002)

19,53 (+0,001)

37,00 (+ 0,023)

18,53 (+ 0,001)

199,30 (+ 0,073)

173,15 (+ 0,011)

101,65 (+ 0,011)

37,00 (+ 0,012)

57,00 (+ 0,015)

18,53 (+ 0,01)
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(Hibisco)

Percebe-se que todos os extratos exibiram nameros significativos de compostos
fendlicos em sua constituicdo, com relevancia para aqueles que mostraram valores
de equivaléncia de acido galico por grama de extrato acima de 100, como é 0 caso
dos extratos NPC (Carya illinoinensis), AEC (lllicium verum) e D1C (chd detox misto 1) com
199,30 mg EAG/g, 173,15 mg EAG/g e 101,65 mg EAG/g, respectivamente. Todos 0s
outros 17 extratos, exibiram teor de fendlicos abaixo de 100. Prado e colaboradores
(2009), afirmam que essa variagdo de valores dos compostos fenodlicos de um
solvente para outro, resultam da natureza quimica dessas substancias fendlicas e da
interagdo com outros nutrientes que existem na amostra.

Sabe-se que substancias polares tem maior afinidade por solventes polares e
apolares por solventes apolares. Sendo assim, sugere-se que 0s compostos fenolicos
existentes nas amostras dos vegetais nogueira-pecéa, anis estrelado e cha detox misto
I, tenham mais afinidade por solventes apolares, ja que o cloroférmio apesar de ser
polar, é de baixa polaridade. De acordo com Firmo et al. (2014), varios aspectos, tais

como, cultivo da planta, condi¢des climaticas, caracteristicas genéticas da planta,
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estresses bidtico e abibtico e outros, podem interferir na determinagéo de fendlicos
em vegetais e, possivelmente também na AA.

Sendo assim, os fendlicos por conter em sua estrutura grupamentos hidroxilas,
tem a capacidade de inativar radicais livres. Pois esses grupos hidroxilas possuem a
habilidade de ligar-se aos radicais presentes no organismo, bloqueando sua agéo,
impedindo dessa forma, danos e/ou oxidacdo de partes celulares (SEVERO et al.,
2009).

5.3 FLAVONOIDES TOTAIS

O método de quantificacdo de flavonoides por espectrofotometria, € uma técnica
mais acessivel, pratica e menos oneroso e, devido as duplas ligacbes presentes nos
anéis aromaticos, os flavonoides podem ser analisados na regido do ultravioleta ou
visivel (SOBRINHO et al., 2012).

Atualmente mais de 8000 estruturas de flavonoides ja foram identificadas.
Este grande numero resulta de varias combinac¢des entre varios grupos hidroxila e
metoxila substituidos no esqueleto basico. Nas plantas, estes compostos geralmente
ocorrem como glicosideos, mas as suas estruturas podem ser mais complexas, como

ésteres catequinas ou chalconas prenilados (SOARES et al., 2015).

A tabela 7, mostra os resultados da quantificacéo de flavonoéides totais. Apos a
quantificacdo, um gréfico com a intercalacdo de absorbancia versus a curva de
calibracdo da quercetina foi construido, a qual, a equacao da curva de calibracdo da
quercetina foi y= 0,0043x + 0,0026, onde “y” é a absorbancia das amostras medidas
a 415nm, “X” é a concentracdo da quercetina e o coeficiente de correlacédo foi R2 =
0,9995".

Tabela 07: Quantificacdo do teor de flavonodides totais em EQ/mg de extrato.

Extrato MeOH Extrato CHCI3

Espécie / amostra EQ/mg de extrato EQ/mg de extrato
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Espinheira Santa 71,95 (£ 0,01) 26,60 (+0,014)
(ESM / ESC)
Picao Preto 25,91 (+0,005) 82,65 (+0,01)
(PPM / PPC)
Cha Detox Misto Il 42,19 (x0,017) 55,44 (+0,01)
(D2M/D2C)
Cha detox misto | 42,42 (+0,009) 39,63 (+0,011)
(D1M/ D1C)
Hibisco 28,23 (+0,001) 32,42 (+0,003)
(HM/HC)
Anis Estrelado 44,74 (+0,011) 46,60 (+ 0,007)
(AEM/AEC)
Amora Preta 74,74 (+0,22) 16,37 (+ 0,005)
(AMM/AMC)
Cha Verde 26,37 (+ 0,004) 62,65 (+ 0,006)
(CVM/CVC)
Leite de Moreira 32,88 (+ 0,006) 22,42 (+0,005)
(LMM/LMC)
Nogueira-peca 67,90 (+0,014) 37,07 (x0,007)
(NPM/NPC)

Fonte: Autora

Como descrito na tabela acima, foi possivel verificar, através do método
colorimétrico do AICIs, que todos os extratos exibiram em sua composicdo quimica

razoavel quantidade de flanovoides.

Os extratos PPC (82,65 EQ/mg), AMM (74,74 EQ/mg), ESM (71,95 EQ/mg),
NPM (67,90 EQ/mg) e CVC (62,65 EQ/mg) se distinguiram em relacdo aos outros
extratos, demostrando maior quantidade de flavonoides, sendo que os extratos AMC
e LMC expressaram teores menores de flavonoides, 16,37 e 22,45 EQ/mg de extrato,

respectivamente.

Segundo Simdes et al. (2016), os menores valores achados aplicam-se
possivelmente a degradacédo de substancias em relacdo ao maior tempo de extracao
usado. Isso pode acontecer devido a rapida decomposicdo dos metabdlitos
secundarios na presenca de oxigénio e temperaturas elevadas, o que pode afetar o

seu potencial biologico.

Analisando a tabela 10, foi possivel também observar, que houve uma variacao
significativa no teor de flavonoides ao se variar o solvente extrator. Para Zuanazzi e
Montanha (2004), solventes de menor polaridade como o cloroférmio possibilitam a
extracdo de flavonoides como flavonas, flavonois, flavanonas, di-hidroflavonoides,

isoflavonas entre outras substancias, ao passo que, solventes de maior polaridade,
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como o metanol, extraem agliconas polihidroxiladas, flavonas e flavonéis mais

polares.

Os flavonoides estdo associados a uma enorme diversidade de atividades
bioldgicas, enfatizando-se a acdo antioxidante, antitumoral, antiviral, entre outras. A
atividade antioxidante dos flavonoides se da pelo seu método de sequestrar radicais
livres e provocar a quelacdo de ions metdlicos. Os flavonoides doam atomos de
hidrogénio, auxiliando assim os tecidos das respostas causadas pela peroxidagao
lipidica e radicais livres (SAVI et al.,2017). Estas informacfes corroboram com 0s
resultados do teste de DPPH do presente estudo, onde amostras que deram boa

atividade antioxidante, também apresentaram maior quantidade de flavonoides.

Dando énfase as espécies que demostraram maior teor de flavonoides, existem
outros estudos que ratificam os resultados aqui apresentados. Alves e colaboradores
(2016), obtiveram uma concentracdo de flavondides totais similar entre extratos de
folhas secas da espinheira santa (43,71 EQ/mg) e extrato de folhas frescas (41,59
EQ/mg). Neste estudo, o composto de maior concentracdo no extrato seco foi a
quercetina, em sequéncia o acido cafeico. No extrato fresco, foi a quercitrina seguido

pela quercetina.

Resultados obtidos através do estudo de Marino e colaboradores (2019),
demostraram o teor de flavonoides da M. ilicifolia em duas amostras A e B, uma
adquirida em farmacia de manipulacdo e a outra em uma loja de produtos naturais,
tendo como valores 64,38 e 71,86 EQ/mg de extrato, respectivamente. Os autores
ainda relatam que os flavonéides existentes nesta espécie sdo agentes responsaveis
por diminuir a secrecdo acida da mucosa gastrica, por resultado antagbnico de

receptores H2.

DEBA e colaboradores (2007), encontraram flavonoides nos extratos de raizes,
caules e folhas do picéo preto, 47,6 e 30,7 EQ/mg de extrato. JA WU et al. (2012),
encontraram valores maiores que o do presente estudo, cerca de 95,29 EQ/mg nos
extratos etandlicos (75:25, v: v) através da planta inteira. Tais oscila¢cées confirmam
gue o solvente utilizado na extragéo e o tempo de extragao, assim como a origem das
espécies sdo condicdes relevantes para obtencdo de extratos com perfis quimicos

importantes.
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Rosa e colaboradores (2011), analisou o teor de flavonoides de gréos de
nogueira-pecéd, nos quais as concentracdes variaram de 26,30 a 36,10 EQ/mg de
extrato, resultados menores do que o mostrado no presente estudo. Os autores
retratam que esses valores sdo consideravelmente mais elevados do que as
concentragfes de flavondides totais determinadas em cascas desta espécie com o
mesmo método colorimétrico. Ressalta-se que neste estudo foram utilizadas cascas

pulverizadas para constituir o extrato.

Na pesquisa de Cardoso (2011), as fragcBes butandlicas e de acetato de etila
das folhas de Hibiscus rosa-sinensis mostraram 0,104 mg/ml de flavonoides totais. As
fracbes de maior polaridade foram as que apresentaram maior concentracdo de
flavondides. Assim como, no estudo de Sobota et al. (2016), o extrato aquoso da H.
rosa sinensis através do método de infusédo, apresentou uma concentracao de 71,58
EQ/mg de extrato, ja pelo método de decoccdo mostrou 18,49 EQ/mg, no qual o
presente estudo apresentou valores menores de flavonoides. Os autores afirmam que
0S extratos por decoccdo demostram uma maior variedade de compostos que 0s
extratos obtidos por infuséo.

5.4 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA CAPTURA DO
RADICAL LIVRE DPPH

Antioxidantes sdo compostos que protegem o sistema biologico contra o efeito
nocivo de processos que podem provocar oxidacao em excesso, tendo a capacidade
de bloquear uma acédo oxidativa (SANTOS, 2006).

Uma acdo oxidante em uma célula ou tecido traz mudancas nas propriedades
fisico-quimicas da membrana celular, tendo como consequéncia perda da seletividade
nas trocas ionicas, alteracdes de permeabilidade, formacédo de produtos citotoxicos,
risco de liberacdo do conteudo das organelas culminando com a morte celular
(ENGERS; BEHLING; e FRIZZO, 2011).

Inicialmente, foi realizada uma triagem com os 20 extratos na concentracao de
1 mg/ml para saber quais possuiam uma boa porcentagem de inibicdo, sendo
determinada através da capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em

sequestrar o radical livre DPPH.
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Como resultado, apenas metade (n=10) dos extratos, sendo estes PPM
(%AA=75,24), AEM (%AA=68,36), CVC (%AA=63,26), CVM (%AA=79,68), ESM
(%AA=66,81), LMC (%AA=71,80), DIM (%AA=72,25), D1C (%AA=66,81), D2M
(%AA=68,47) e D2C (%AA=65,37), 0Ss que apresentaram uma porcentagem
significativa de inibicdo quando comparado ao padrdo BHT (%=78,35). Todos os
demais extratos apresentaram uma inibicdo abaixo de 60 %. Apoés a triagem, os 10
extratos foram testados em cinco concentracdes diferentes para calculo de ICso, como

€ visto na figura 7.
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FIGURA 8: Porcentagem de Atividade Antioxidante dos Extratos Metanolicos e

Fases Cloroférmicas das Espécies Vegetais em Estudo, através do Método DPPH.
Fonte: autora

De acordo com Silva et al. (2009), neste ensaio, o resultado pode ser expresso
em ICso, que é a concentracdo necessaria do antioxidante para reduzir em 50% o
radical DPPH, sendo que quanto menor o ICso, maior a atividade antioxidante (AA) do
extrato.

Portanto, todos os extratos mostraram boa atividade antioxidante, sendo o
extrato metanolico da espécie Maytenus ilicifolia com maior AA (ICso = 0,219 mg/ml)
e o0 cha detox misto Il metandlico (ICso <0,1) apresentando atividade pro-oxidante

(Tabela 8). Essa acao pro-oxidante, € um indicativo que o extrato D2M, possivelmente
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apresenta uma baixa capacidade de doar elétrons e, consequentemente um baixo

potencial em relacéo a quelagdo de metais.

Tabela 8: Concentracgédo Inibitoria dos Extratos Avaliados.

Espécie

Extratos

(ICso = mg/ml)

Bidens pilosa
llicium verum
Camellia sinensis
Camellia sinensis
Maytenus ilicifolia

Maclura tinctoria

PPM (metandlico)
AEM (metandlico)
CVC (cloroférmico)
CVM (metandlico)
ESM (metandlico)

LMC (cloroférmico)

0,615 (+ 0,041)
0,535 (+0,041)
0,827 (+0,015)
0,687 (+0,025)
0,219 (+0,038)

0,665 (+0,003)

Cha detox misto D1M (metandlico) 0,620 (+0,035)

Cha detox misto D1C (cloroférmico) 0,829 (+ 0,043)

Cha detox misto D2M (metandlico) <0,1 (+0,055)

Cha detox misto D2C (cloroférmico) 0,810 (+ 0,007)

Diversos pesquisadores da literatura cientifica utilizaram o método DPPH para
estudar o potencial antioxidante de espécies vegetais relatadas neste trabalho. No
estudo de Frabetti e colaboradores (2008), o extrato hidroalcéolico de folhas da
espécie M. ilicifolia mostrou intensa AA na concentracdo 1 mg/ml, com a inibicdo de
72,90%, assim como, Negri e colaboradores (2009), obtiveram dados da AA do extrato

etanolico da espinheira santa, mostrando uma concentracao inibitéria de 0,248 mg/ml.

Chang et al. (2007), estudaram a AA da fracdo acetato de etila (EA) e butandlica
(BuOH) da planta inteira de B. pilosa no método DPPH. Observou-se que as fragdes
EA e a BuOH exibiram concentracdo inibitoria de 36,2 pg/ mL e 250,8 ug/ ml,
respectivamente, revelando uma AA. Os autores ainda relatam que a AA esta
diretamente associada ao teor de fendlicos do extrato, isto €, quanto mais compostos

fendlicos, maior a atividade.
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J& Coértez-Rojas e colaboradores (2013), demostraram em seu estudo que o
extrato de folhas e flores da Bidens pilosa apresentaram melhor AA, em comparacao
com os extratos de raiz e caule e a maior AA foi obtida no método de extracdo por
maceracao com ICso de 17,80 pg/ml. No presente estudo, avaliou-se a planta inteira,
tendo como resultado, o extrato metandlico com maior AA em relacdo ao extrato

cloroférmico.

A porcentagem de inibicdo do extrato metandlico da espécie |. verum mostrou-
se um pouco menor (68,36%) no presente estudo, do que o encontrado no estudo de
Yamina et al. (2013), que ficou entre 72,23% e 92,53% (extrato etandlico), e no estudo
de Dias et al. (2015), que apresentou 91,51% de inibicdo (extrato etandlico).
Possivelmente, essa diferenca estd relacionada a polaridade dos solventes.
Rockenbach e colaboradores (2008), afirmam que a polaridade do solvente e o tipo
de solvente podem impactar na transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio,
gue é a peca-chave na medida da AA. Os autores ainda reiteram que os atributos
fisico-quimicos dos solventes se igualam em maior grau as propriedades da maioria

das substancias fendlicas presentes nas amostras estudadas.

Guimaraes (2011), confirmou que os chas advindos da Camellia sinensis
demostraram ter uma boa AA, com 89,26% de inibicdo, que pode ser conferida a
existéncia de compostos fendlicos, dando énfase aos taninos (acido galico) e
flavonoides (miricetina, quercetina, catequinas e canferol), assim como, na pesquisa
de Ferrari e Soares (2015), obteve-se 85,15% de inibicdo, como resultado da anélise

da atividade sequestrante de radicais livres.

Lamounier (2010), comparou o extrato da madeira com o extrato da casca da
amoreira, sendo que os mesmos apresentaram boa AA com uma CEso 18,74 pg/ml e
20,97 nug/ml, respectivamente. O autor afirma que a madeira da amoreira possui maior

AA gue a casca, devido ao teor de fendis existente em maior quantidade na madeira.

O cha detox misto demostrou boa AA nas duas fra¢cdes, diferenciando no tipo
de solvente usado para extrair 0s compostos, sendo o extrato metanolico com maior
AA que o cloroférmico. Santos (2014), certifica que, devido ao metanol ser um solvente
bastante polar, facilita-se a extragcdo de uma maior quantidade de compostos, em

relacdo ao cloroformio com menor polaridade. No cha detox Il metanolico obteve-se



66

um ICso0 <0,1 0 qual sugere-se que existam compostos tao ativos, que nao foi possivel

mensurar a sua concentracgao inibitéria.

5.5 INIBICAO DA OXIDACAO DO B-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

Realizou-se uma triagem com os 20 extratos para obter a porcentagem de
inibicdo da oxidacdo do B-caroteno. O padrdo sintético utilizado foi o BHT e para
controle, o solvente metanol. Segundo Almeida et al. (2006), o mecanismo de
oxidagdo do [-caroteno/ acido linoleico analisa a acdo de inibir radicais livres
provocados durante a peroxidacdo do acido linoleico. A técnica esta baseada em
parametros espectrofotométricos da descoloragéo (oxidagao) do 3-caroteno causado
pelo processo de degradacédo oxidativa do acido linoleico.

Os resultados mostraram que as amostras AMC (%AA=79,34), PPM
(%AA=60,86), LMC (%AA=75,00), NPC (%AA=61,95) e DI1M (%AA=82,60),
apresentaram maior AA em relacdo as outras amostras que obtiveram porcentagem
abaixo de 60%. Foi possivel observar, que diferentemente dos resultados obtidos no
método DPPH, as amostras com cloroférmio expressaram porcentagem de inibicédo
melhores, comparado aos extratos metandlicos. Sultana e colaboradores (2007),
relatam que no método da oxidacdo do B-caroteno, geralmente as melhores atividades
antioxidantes sao exibidas para amostras apolares.

De um certo modo, o cloroformio é um solvente com menor polaridade
comparado ao metanol. Possivelmente, os extratos cloroférmicos apresentam em sua
composicdo compostos de baixa polaridade em relacdo aos extratos metandlicos, o

que justifica este resultado.

Por um outro lado, algumas amostras exibiram atividade pr6-oxidante, como HC
(%=-28,26), CVM (%=-8,69), ESC (%=-22,82), LMM (%=-89,13) e D2C (%=-20,62).
Rabelo e colaboradores (2014), mencionam que possivelmente, os valores negativos
na porcentagem de AA estejam associados aos compostos existentes no extrato
vegetal, que ao contrario de exercerem doacao de hidrogénio ou elétrons, reduzem o

radical, viabilizando um efeito inverso, comportando-se como agente pro-oxidante.

Para determinar a concentracdo inibitoria (ICso), utilizou-se os extratos com
maior porcentagem de inibicdo. O extrato AMC (ICso= 0,05 mg/ml) demostrou menor

concentracgdo inibitoria, consequentemente maior atividade antioxidante. Ja o extrato
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NPC (ICso= 0,72 mg/ml) apresentou maior concentracdo inibitéria, sendo assim,

menor atividade antioxidante, conforme tabela 9.

Tabela 9: Resultados do teste de Inibicdo da Oxidagao do B-caroteno/acido linoléico.

ESPECIES TIPO DE EXTRATO CONCENTRACAO INIBITORIA
(ICso mg/ml)
Morus nigra AMC (cloroférmico) 0,05 (+ 0,015)
Bidens pilosa PPM (metandlico) 0,47 (£ 0,003)
Maclura tinctoria LMC (cloroférmico) 0,62 (= 0,005)
Carya illinoinensis NPC (cloroférmico) 0,72 (x 0,018)
Ché& Detox misto | D1M (metandlico) 0,43 (= 0,009)

Fonte: Autora (2021)

5.6 ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

O teste da atividade inibitéria da AChE foi realizado com os 20 extratos, na
concentracdo de 1 mg/ml. Destes, apenas duas amostras demostraram porcentagem
de inibicdo da enzima AChE. No Quadro 4, estdo descritas as porcentagens de
inibicdo. Vinutha et al. (2007), estabeleceu a classificacdo de porcentagem de inibicéao

em inibidores potentes (>50%), moderados (30-50%) e fracos (<30%).

QUADRO 4: Inibicao e classificacdo da intensidade de inibicdo segundo espécies e

extratos utilizados.

ESPECIE TIPO DE EXTRATO PERCENTUAL DE INTENSIDADE DE
INIBICAO (%) INIBICAO
AMM (metandlico) 0,67 (£ 0,012) FRACO
Morus nigra AMC (cloroférmico) - -

D1M (metandlico) - -

Cha detox misto D1C (cloroférmico) 1,61 (+ 0,232) FRACO
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Eserina (Padrao) - 86,72 (£ 0,017) POTENTE

Observa-se que os extrato AMM e D1C apresentaram baixa porcentagem de
inibicdo, quando comparado ao padrédo eserina. De acordo com Mukherjee et al.
(2007), a fisostigmina (eserina) € um alcaloide isolado da espécie Physostigma

venenosum, sendo um dos primeiros inibidores de AChE descoberto.

Em um estudo realizado por Souza (2011), o extrato aquoso e etandlico das
folhas de Morus nigra inibiram outro modelo de enzima, a alfa-glicosidase com ICso de
188,40 pg/ml, mas néo inibiram a atividade da enzima alfa-amilase. O autor reforca
que esta inibicdo é devido ao composto isolado desoxinojirimicina. Possivelmente, o
baixo percentual de inibicdo da acetilcolinesterase visto na presente pesquisa, deve-
se ao fato de nédo existirem substancias com atividade inibitoria, essencialmente, para

esta enzima.

Lopes e colaboradores (2002) relatam que, as familias de plantas mais
investigadas quanto a atividade da inibicdo de AChE sdo Apiaceae, Leguminosae,
Lamiaceae e Asteraceae, devido as mesmas, apresentarem em sua composicao alta
quantidade de compostos alcaloides. Dentre as familias citadas, a Asteraceae,
espécie Bidens pilosa, uma das espécies do atual estudo, ndo apresentou nenhuma

atividade inibitoria frente a AChE.
5.7 TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA

O teste de toxicidade frente a Artemia salina é considerado um dos métodos
principais, no universo dos estudos cientificos, para analisar a toxicidade de espécies
vegetais (HOCAYEN et al., 2012). Geralmente, as substancias analisadas sao
supostamente toxicas em altas concentracdes. Sendo assim, um estudo da letalidade
em um microcrustaceo, pode ser util como um teste rapido e facil durante a analise do
potencial toxico de extratos vegetais (LHULLIER et al., 2006). Entretanto, muitos
fatores interferem no éxito do teste de toxicidade utilizando nauplius, como luz,
temperatura, alimentacdo da Artemia sp., tempo de ecloséo dos ovos, agua utilizada
no teste, contaminacgéo das vidrarias e das substancias (BUENO; PIOVEZAN, 2011).
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Inicialmente, foi realizado o célculo de médias e porcentagens do nimero de
Artemia salina nas concentracdes de 1000 pg/ml, 500 pg/ml e 250 pg/ml, para os
extratos metandlicos e cloroférmicos de cada espécie. Dos extratos cloroférmicos, o
AEC destacou-se apresentando maior mortalidade nas trés concentracbes sendo,
100% nas concentragbes 1mg/ml e 0,5 mg/ml e 90% em 0,25 mg/ml. O extrato ESC
expressou a menor mortalidade nas concentragdes 1 mg/ml (66%), 0,5 mg/ml (46%),
0,25 mg/ml (46%). Na concentracdo de 0,25 mg/ml, o extrato LMC sobressaiu-se

apresentando 40% de mortalidade, como descrito na figura 9.
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FIGURA 9: Porcentagem da quantidade de Nauplius mortos nos extratos

cloroférmicos das espécies vegetais estudadas.
Fonte: Autora

Quanto aos extratos metandlicos, o NPM apresentou a maior porcentagem de
mortalidade nas 3 concentracdes, em relacdo aos outros extratos, sendo 100%, 90%
e 73% em 1000 pg/ml, 500 pg/ml e 250 pg/ml, respectivamente. Tratando-se em
menor porcentagem de mortalidade dos Nauplius, o extrato PPM se destacou, sendo
36%, 30% e 30% nas concentracdes 1000 upg/ml, 500 pg/ml e 250 pg/ml,

respectivamente, como é mostrado na figura 10.
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FIGURA 10: Porcentagem da quantidade de Nauplius mortos nos extratos

metandlicos das espécies vegetais estudadas. Fonte: Autora

Através das porcentagens realizou-se o calculo de CLso, a Concentragdo Letal
gue pode levar a morte 50% dos organismos testados. Nguta e colaboradores (2012),
estabeleceram que extratos com valores de CLso entre 500 e 1000 pg/ml sé@o ditos
fracamente téxicos, ClLso entre 100 e 500 pg/ml moderadamente téxicos e CLso
menores que 100 pg/ml sdo fortemente toxicos. O extrato s6 é considerado atdxico

guando os valores estiverem acima de 1000 ug/ml.

Dos extratos avaliados, trés apresentaram valores de CLso fortemente toxicos
como AEC (10 ug/ml), AMC (48,66 ug/ml) e LMM (0,0451 pg/ml). Apenas dois extratos
se mostraram atéxicos, com valores de ClLso acima de 1000 pg/ml, como AEM
(3.508,77 ug/ml) e PPM (2.674,42 pg/ml), conforme tabela 10.

TABELA 10: Resultados da Atividade Citotoxica frente a Artemia salina com os

extratos metanolicos e clorfoformicos das espécies estudadas.

ESPECIES TIPO DE EXTRATO ATIVIDADE CITOTOXICA
(CLso)
AEM 3.508,77 pg/ml
[llicium verum AEC 10 pg/ml

NPC 196,62 pg/ml




Caryaillinoinensis

Morus nigra

Camellia sinensis

Hibiscus rosa-sinensis

Cha detox misto Il

Bidens pilosa

Maclura tinctoria

Cha detox misto |

Maytenus ilicifolia

NPM

AMC

AMM

CcvC

CVM

HC

HM

D2C

D2M

PPC

PPM

LMC

LMM

Di1C

D1M

ESC

ESM

534,12 pg/ml
48,66 pg/ml
171,62 pg/ml
261,13 pg/ml
406,16 pg/ml
765,30 pg/ml
294,11 pg/ml
171,62 pug/mil
355,19 pg/ml
194,65 pg/ml
2.674,42 pg/ml
205,83 pg/ml
0,0451 pg/ml
776,17 pg/ml
172,62 pug/mil
489,51 pg/ml

523,39 pg/ml

Um dos extratos cloroférmicos que se apresentou moderadamente

téxico frente a Artemia salina foi da amostra cha verde (CLso = 261,13 ug/ml),

e, consultando a literatura cientifica sobre a toxicidade desse cha, foi possivel

constatar que ha relatos de lesdo hepatica causada pelo seu uso. Souza em

2011, afirmou que entre os anos de 1999 a 2008, 34 casos de

hepatotoxicidade foram relatados apds o uso do cha verde. O tipo de lesdo

hepatica foi hepatocelular, além de hepatite fulminante. No mesmo ano,

Stickel e colaboradores, relataram que o exame histolégico do figado de

pacientes que utilizaram em excesso o cha verde, apresentaram reacoes
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inflamatdrias e colestase. No entanto, 0s pacientes estavam usando

juntamente com o cha verde outros produtos com hepatotoxicidade relatada.

Ao contrério do cha verde, ndo foram achados na literatura dados que

comprovem um quadro de hepatotoxicidade nas outras espécies.

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS NORMAIS E
TUMORAIS

Para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizadas uma linhagem de células
cancerosas (HepG2) e uma linhagem celular ndo cancerosa (MRC-5), dispondo do
método colorimétrico Alamar Blue para avaliagdo. A linhagem celular HepG2
corresponde ao hepatocarcinoma humano enquanto a célula normal MRC-5

configura-se como fibroblasto pulmonar humano.

Nao foi observada atividade citotOxica relevante entre os extratos testados,
sendo obtidos valores de ICso0 e CCso, maiores que 50 pg/ml. Sendo que o primeiro é
a concentracao inibitoria 50% - concentracao que inibe o crescimento celular em 50%,
avaliando a atividade antitumoral (HepG2) e 0 segundo € a concentragdo citotoxica
50% - concentracao que mata 50% das células, para avaliar a citotoxicidade frente as

células nao-tumorais (MRC-5).

Referente a atividade na maior concentracdo testada (50 pug/mL) (tabela 12),
dentre as fracbes metandlicas, o extrato de Cha verde (CVM) foi quem demonstrou
maior atividade citotdxica 1Cso 12,68% (+ 11,77), o qual no teste da Artemia salina
apresentou-se moderadamente toxico com CLso 406,16 ug/ml, em contraponto, o
extrato de Amora (AMM), demonstrou menor atividade citotoxica 1,71% (x 2,29).

Quando avaliadas a fragao cloroformica, o Anis (AEC) foi quem demonstrou
maior atividade citotoxica 13,73% (x 4,38).em oposi¢cdo afragdo cloroférmica do
Hibisco (HC) que exibiu menor atividade citotéxica 1,18% (+ 0,65). Quando avaliada
a atividade citotoxica frente as células normais do pulméo, todos os extratos

apresentaram CCso> 50 pg/ml.

Possivelmente, estas espécies vegetais sozinhas ndo causam lesdo em

células normais do figado, os hepatdcitos, entdo, uma possivel explicacdo para um
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quadro hepatotoxico dos pacientes que fizeram uso das espécies vegetais estudadas
neste trabalho, é a dose em excesso, posologia inadequada e o uso concomitante de
medicamentos sintéticos com plantas medicinais, pois sabe-se que estas podem
apresentar compostos em diferentes concentracdes e podem interagir com outras

substancias.

Souza e colaboradores (2017), afirmam que as preparacdes a base de plantas
contém varios fitoquimicos ativos em diversas propor¢des que podem, como qualquer
outra substancia farmacoldgica ativa, alterar os sistemas enzimaticos, transportadores

ou processos fisiolégicos do organismo.

Cardoso e colaboradores (2009), expdem que ha relatos da interacdo do cha
verde com medicamentos sintéticos, a exemplo de contraceptivos orais (pode
prolongar a quantidade de cafeina no sangue circulante, e, portanto, aumentar os
efeitos estimulantes), antibidticos beta-lactdmicos (aumento da efetividade) e
buspirona (aumento da concentracdo plasmatica). Outra interacdo é de substancias
como esteroides anabdlicos, cetoconazol, amiodarona e metrotexato com a

espinheira santa, tendo como efeito a hepatotoxicidade.

Tabela 12. Atividade citotoxica das fracdes cloroférmica e metandlica dos extratos

vegetais estudados.
Maior Concentracéo

Cédigo do utilizada no estudo % inibic&o células Clso CCso
Extrato ug/mL cancerosas pug/mL pg/mL
AEM 50 4,70 (£3,89) >50 >50

Di1C 50 NAO FOI POSSIVEL
DiIM 50 6,06 (+6,79) >50 >50
NPM 50 8,44 (+9,69) >50 >50
PPM 50 5,30 (+1,69) >50 >50
AMM 50 1,27 (+1,14) >50 >50
HC 50 1,18 (+0,65) >50 >50
ESM 50 1,71 (£2,29) >50 >50
NPC 50 7,72 (£1,82) >50 >50
CcvC 50 6,07 (+4,6) >50 >50
CVM 50 12,68 (+11,77) >50 >50
PPC 50 13,61 (5,79) >50 >50
D2M 50 7,10 (£9,6) >50 >50
AMC 50 10,91 (£2,23) >50 >50
HM 50 10,47 (+6,85) >50 >50

LMM 50 9,48 (6,35) >50 >50



AEC 50 13,73 (+4,38) >50 >50
ESC 50 9,33 (+3,42) >50 >50
LMC 50 10,53 (+5,58) >50 >50
DOX 2,7 81,9 (+1,25) 0,38 (+0,12) 1,14 (+0,8)

Valores representam a média + desvio padrédo de trés experimentos independentes.

Fonte: Autora (2021)
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Vale ressaltar que néo foi possivel avaliar o extrato D1C. Durante a execucao

do experimento foi visualizada a formacdo de uma espécie de "gel' que nao

possibilitava a quantificacdo em espectrofotdmetro. Na suspeita de contaminacéo foi

solicitada outra amostra que apresentou o mesmo problema. Provavelmente, existe

alguma interacao entre o extrato e o meio de cultura utilizado (a base de agua).

6. CONCLUSAO

Os screening fitoquimico de todas as espécies estudadas
apresentaram a maioria das classes de metabdlitos secundarios, o que torna

as mesmas, espécies promissoras para estudos mais aprofundados.

No teste de inibicdo do radical livre DPPH, os extratos metandlicos das
amostras estudadas se mostraram com maior atividade antioxidante, ja no
teste de inibicdo do B-caroteno/acido linoléico, os extratos cloroférmicos se
destacaram quanto a sua atividade antioxidante. Quanto ao teor de fendlicos
totais, os extratos NPC, AEC e D1C exibiram maiores concentracdes, ja 0s
extratos PPC, AMM, ESM, NPM e CVC destacaram-se com maiores teores
de flavonoides totais. Possivelmente, espécies que possuem maior
guantidade de flavonoides e fendlicos tem uma maior probabilidade de conter

substancias com acao antioxidante.

No teste da atividade inibitéria da AChE, dos 20 extratos, apenas o
AMM e DI1C exibiram o percentual de inibicdo, no entanto, com fraca
intensidade, demostrando que possivelmente a maioria das espécies nao

possuem compostos inibidores de AChE.
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Todos os extratos se mostraram toxicos a Artemia salina, com excecao
dos extratos AEC e PPM que obtiveram concentragdes de LCso maior que 1
mg/ml. No entanto, ressalta-se que ha limitacbes com este teste, devido a
existéncia de fatores interferentes como temperatura, luz e tempo de eclosdo

dos ovos.

Em relacdo aos testes de citotoxicidade em células tumorais néo foi
observada atividade relevante entre os extratos. Sugere-se ser necessario
realizar outros testes para avaliar atividade antitumoral com uma maior
qguantidade de extrato de cada espécie, sendo interessante a realizacao de

estudos in vivo utilizando figado de camundongos.

Do mesmo modo, nenhuma espécie se mostrou toxica para células
normais do pulmao. Supostamente, as espécies vegetais sozinhas, ndo estdo
causando hepatotoxicidade. Possivelmente, houve uma interagdo planta-
medicamento ou planta-alimento, questfes de posologia e dose inadequadas

utilizadas pelos pacientes acometidos por lesdo hepatica.

Héa pouco estudo quanto as interacfes planta-medicamento e planta-
alimento. Dessa forma, é importante conhecer ao menos as classes de
compostos presentes na espécie vegetal, pois assim é possivel inferir a
possibilidade dessas interagdes.
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Resumo

A presente revisdo integrativa tem por objetivo apresentar informagdes botanicas, fitoquimicas e citotoxicas sobre
espécies vegetais usadas popularmente. Como estratégia para busca de artigos, utilizaram-se as bases de dados de
Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), a Scientific Electronic Library Online
(SCIELOQ), a Science Direct, e 0 Google Scholar, e, foram selecionados trabalhos nos idiomas portugués, inglés e
espanhol. Ap6s a leitura do resumo, foram incluidos estudos que atendiam aos requisitos do tema abordado. Foram
excluidos os trabalhos que, apds leitura na integra ndo abordaram diretamente a tematica proposta. Observaram-se
registros do uso de plantas medicinais datados desde 1500 A.C, associado a isso, a "Farmacopeia Verde", de 1926, foi
o primeiro documento oficial brasileiro com descricBes botanicas de algumas plantas medicinais. Referente as
familias Moraceae, Asteraceae, Theaceae, Malvaceae, Junglandaceae, Celastraceae e llliciaceae, a mais abundante
mundialmente foi a Asteraceae com cerca de 1.600 géneros e 23.000 espécies, enquanto a Theaceae, com cerca de 10
géneros e 195 espécies, foi a menos encontrada. Observou-se que 0s ensaios de citotoxicidade, in vitro, tanto por
métodos direto quanto indiretos, configuram-se como uma ferramenta para avaliar toxicidade das plantas medicinais e
algumas atividades biologicas. Nesse contexto, os ensaios de citotoxicidade in vitro é uma ferramenta preliminar para
avaliar a toxicidade e atividade bioldgica de uma planta medicinal.

Palavras-chave: Botéanica; Fitoquimica; Citotoxicidade; Plantas medicinais.
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Abstract

This integrative review aims to present botanical, phytochemical and cytotoxic information about plant species
commonly used. As a strategy to search for articles, the databases of Latin American and Caribbean Literature in
Health Sciences (LILACS), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Science Direct, and Google Scholar were
used. selected works in Portuguese, English and Spanish. After reading the abstract, studies that met the requirements
of the topic addressed were included. Works that, after reading in full, did not directly address the proposed theme
were excluded. Records of the use of medicinal plants dating back to 1500 BC were observed. Associated with this,
the "Green Pharmacopoeia”, from 1926, was the first official Brazilian document with botanical descriptions of some
medicinal plants. Concerning the families Moraceae, Asteraceae, Theaceae, Malvaceae, Junglandaceae, Celastraceae
and Illiciaceae, the most abundant worldwide was the Asteraceae with about 1,600 genera and 23,000 species, while
Theaceae, with about 10 genera and 195 species, was the least found . It was observed that the cytotoxicity assays, in
vitro, both by direct and indirect methods, are configured as a tool to assess the toxicity of medicinal plants and some
biological activities. In this context, in vitro cytotoxicity assays are a preliminary tool to assess the toxicity and
biological activity of a medicinal plant.

Keywords: Botany; Phytochemistry; Cytotoxicity; Medicinal plants.

Resumen

Esta revisidn integradora tiene como objetivo presentar informacion boténica, fitoquimica y citotéxica sobre las
especies de plantas de uso comdn. Como estrategia de blsqueda de articulos se utilizaron las bases de datos de
Literatura Latinoamericana y Caribefia en Ciencias de la Salud (LILACS), Scientific Electronic Library Online
(SCIELO), Science Direct y Google Scholar, trabajos seleccionados en portugués, inglés y espafiol. Luego de la
lectura del resumen, se incluyeron los estudios que cumplieron con los requisitos del tema abordado. Se excluyeron
los trabajos que, después de leerlos integramente, no abordaran directamente el tema propuesto. Se observaron
registros de uso de plantas medicinales que datan del 1500 aC Asociado a esto, la "Farmacopea Verde", de 1926, fue
el primer documento oficial brasilefio con descripciones boténicas de algunas plantas medicinales. En cuanto a las
familias Moraceae, Asteraceae, Theaceae, Malvaceae, Junglandaceae, Celastraceae e llliciaceae, la mas abundante a
nivel mundial fue la Asteraceae con cerca de 1.600 géneros y 23.000 especies, mientras que Theaceae, con cerca de
10 géneros y 195 especies, fue la menos encontrada. Se observo que los ensayos de citotoxicidad, in vitro, tanto por
métodos directos como indirectos, se configuran como una herramienta para evaluar la toxicidad de plantas
medicinales y algunas actividades biol6gicas. En este contexto, los ensayos de citotoxicidad in vitro son una
herramienta preliminar para evaluar la toxicidad y la actividad biolégica de una planta medicinal.

Palabras clave: Botanica; Fitoquimica; Citotoxicidad; Plantas medicinales.

1. Introducéo

Um dos mais antigos métodos utilizados pelo homem, com o intuito de cura, prevencdo e tratamento de doencas, é a
utilizacdo de ervas medicinais. A Organiza¢cdo Mundial da Saide (OMS), no comeco dos anos 90, anunciou que 65 a 80% da
populagdo de paises emergentes necessitavam das plantas medicinais como Unico acesso aos cuidados essenciais de sadude. No
momento atual, a maioria da comercializagdo de plantas medicinais é feita nas lojas independentes do varejo de produtos
naturais e farméacias, nas quais preparacdes vegetais sdo vendidas com rdtulos industriais (Junior & Pinto, 2005).

Em paises emergentes, isto repercutiu na valorizagdo da medicina tradicional e sua utilizacdo nos cuidados
primordiais da salde. J& em outros paises, como Reino Unido e Alemanha, os dirigentes de satde foram pressionados a aderir
medidas reivindicadas pelo interesse popular para utilizacdo de plantas medicinais. No entanto, a grande parte dos fitoterapicos
atualmente utilizados seja por automedicagdo ou por indicacdo médica, ndo apresentam o perfil de seguranga bem estudado.
Sendo assim, 0 uso inapropriado de um produto, pode culminar em problemas sérios para a satde (Silveira et al., 2008).

A planta medicinal é considerada um xenobidtico, ou seja, um produto estranho ao organismo, que ao ser ingerido
pelo ser humano, podendo ser ou ndo biotransformados pode expor o organismo a substancias toxicas, causando
hepatotoxicidade, por exemplo (Oliveira et al., 2014). Esta pode ser causada por ingestdo, inalacdo ou administracdo parenteral
de agentes farmacoldgicos ou quimicos. E um problema relevante na pratica clinica, correspondendo a cerca de 0,2% de todas
as internagdes hospitalares e 2 a 3% das internagdes por efeitos adversos de medicamentos (Sociedade Brasileira de
Hepatologia — SBH, 2010).
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Ha inimeros fatores responsaveis por provocar intoxicagcdes como a hepatotoxicidade, devido ao uso de ervas
medicinais como, por exemplo, falta de informacdo em relacdo a formas de cultivo, limitacbes no reconhecimento
farmacobotanico do vegetal, referéncias bibliograficas insuficientes sobre reacfes adversas, desconhecimento do esquema
posoldgico, interagdes medicamento-medicamento e medicamento-alimento, dentre outras (Nicoletti et al., 2007).

Nesse contexto, o uso tradicional e popular ndo é suficiente para ratificar eticamente as plantas medicinais com
medicamentos efetivos e seguros, em outros termos, para fins terapéuticos, as plantas medicinais ndo se distinguem de
qualquer outro medicamento sintético e a sua recomendacdo ou a autorizacdo oficial de seu uso precisara ser baseada em
evidéncias experimentais conclusivas, de que os riscos para a vida do ser humano sdo menores que 0s beneficios que possam
sobrevir, sendo assim, o candidato a medicamento necessita ter sua agdo comprovada e a sua letalidade potencial analisada
cientificamente, como qualquer outro medicamento (Nicoletti et al., 2010).

Nesse cenério de validagdo de um medicamento fitoterdpico, os experimentos de toxicidade in vitro, apresentam
importancia na redugdo de custos associados a avaliagdo de inimeros compostos bioativos e estabelecendo um complemento
aos testes em animais, a partir da conexdo com informagdes de toxicidade in vivo. Para uma analise eficaz da citotoxicidade, as
triagens in vitro podem ser utilizadas para diferenciar aspectos gerais de toxicidade celular por meio de ensaios em massa.
Estes ensaios, dentre diversas outras aplicabilidades como por exemplo efeito antioxidante, imunomodulagdo e testes in vitro,
podem ser empregados tanto para identificar substancias potencialmente tdxicas ao organismo, quanto para avaliar a atividade
citotoxica e descrever o mecanismo de acdo de compostos que possam a vir ser utilizados com finalidade anticancerigena, por
exemplo, pois 0s mesmos, em teoria, podem culminar com a inibicdo da proliferaco celular (Slater, 2001).

A existéncia de centros de referéncia na assisténcia e pesquisa em lesdo hepatica induzida por ervas e fitoterdpicos
como por exemplo, o Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos (HUPES), situado na cidade de Salvador —
BA, permite uma melhor compreenséo de doengas hepaticas, € a investigacdo de agentes suspeitos existentes na composicao
guimica de chas, capsulas ou outras formas farmacéuticas advindas de plantas medicinais, sendo imprescindivel para a
investigacdo diagnostica. Algumas espécies das familias Moraceae, Asteraceae, Theaceae, Malvaceae, Junglandaceae,
Celastraceae, Illiciaceae, utilizadas por pacientes do HUPES, estdo sendo investigadas quanto a sua hepatotoxicidade. Diante
do exposto, a presente revisdo tem por objetivo apresentar informagfes botanicas, fitoquimicas e citotdxicas sobre espécies

vegetais destas familias usadas popularmente, a fim de colaborar com o universo cientifico em futuras pesquisas.

2. Metodologia

O presente artigo trata-se de uma revisdo integrativa da literatura cientifica, com enfoque nos aspectos botéanicos,
fitoquimicos e citotéxicos de espécies vegetais como: Maclura tinctoria, Morus nigra, Bidens pilosa, Camellia sinensis,
Hibiscus rosa-sinensis, Carya illinoinensis, Illicium verum, Maytenus ilicifolia.

Como estratégia para busca de artigos, utilizaram-se as bases de dados de Literatura Latino-americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude (LILACS), a Scientific Electronic Library Online (SCIELO), a Science Direct, e 0 Google Scholar. Como
critério de inclusdo, foram selecionados os artigos em portugués, inglés e espanhol, que atendessem aos requisitos do tema
abordado, como a fitoquimica, botanica e a citotoxicidade das espécies vegetais em estudo.

Foram excluidos trabalhos que, ndo abordaram diretamente a tematica proposta. Para a busca dos artigos, foram
utilizados os seguintes descritores, isolados ou em combinagdo: botanica, fitoquimica, citotoxicidade, plantas medicinais, nos
trés idiomas pré-selecionados. Ndo houve limitacdo do ano de publicacdo dos artigos selecionados para esta revisdo. No

Fluxograma 1, sdo expostos as bases de dados utilizadas e o nimero de artigos selecionados.
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Fluxograma 1. Descri¢Bes das buscas nas bases de dados.

Busca de artigos nas seguintes
bases de dados: Science Direct,
LILACS, SCIELO e Google
Scholar: 68 artigos

Apos a leitura de titulo e
resumo: 22 artigos

Artigos excluidos por
duplicidade e que nédo
abordaram diretamente a
tematica proposta: 6 artigos

Constituiram a revisio
integrativa: 16 artigos

Fonte: adaptado do fluxograma PRISMA. Elaborado pelos Autores (2021).

3. Resultados e Discussao

3.1 O uso de plantas medicinais na antiguidade e na atualidade

Muito antes do surgimento de qualquer forma de escrita, 0s humanos usavam as plantas, algumas delas como alimento
e outras como remédios. A descoberta de propriedades Uteis ou prejudiciais das plantas realizava-se por meio do conhecimento
empirico, por exemplo, por meio da observagdo humana do comportamento animal. Além disso, ha relatos lendarios de que o
poder dos deuses ¢ atribuido as plantas porque seu uso faz parte de rituais religiosos, que colocam as pessoas em contato direto
com os deuses. Essas valiosas informagfes eram inicialmente repassadas as geragdes futuras de forma oral, para que, depois,
na forma escrita, fossem compiladas e arquivadas (Tomazzoni et al., 2006).

Textos chineses relatam o nome, dosagem e indicagdo do uso de plantas para tratamento de doencas. Registros foram
encontrados no manuscrito egipcio "Ebers Papirus" datado de 1500 A.C, que contém informacdes sobre 811 prescri¢des e 700
medicamentos. Algumas dessas plantas ainda s&o utilizadas atualmente, como o ginseng (Panax spp.), a éfedra (Ephedra spp.),
a cassia (Cassia spp.), e ruibarbo (Rheum palmatum L.), inclusive como fonte para a indistria farmacéutica (Duarte, 2006).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram compostos principalmente por plantas e extratos vegetais, que podem
ser descritos na farmacopeia da época. Assim, na Farmacopeia Geral para o Reino Unido e dominios de Portugal (1794), entre
os produtos denominados “medicamentos simples”, encontram-se 30 produtos de origem mineral, 11 produtos de origem
animal e cerca de 400 tipos de plantas. Ou seja, as plantas medicinais e seus extratos constituiam a maior parte dos
medicamentos, quase nada diferente dos medicamentos usados na medicina popular da época. Entretanto, no século XX, a
tendéncia de separar principios ativos comecou a aparecer (Schenkel et al., 2000).

Em 1926, Rodolpho Albino Dias da Silva escreveu a primeira Farmacopeia Brasileira denominada "Farmacopeia
Verde", que continha 183 espécies de plantas medicinais brasileiras, incluindo suas descri¢des botanicas. O consumo de
plantas medicinais com base nas tradi¢des familiares tornou-se uma pratica comum na medicina popular. Muitos fatores
contribuiram para o aumento do uso dessa pratica, incluindo os efeitos colaterais e as reagdes adversas do uso continuo de
medicamentos industrializados, a dificuldade do acesso aos cuidados médicos, o aumento do consumo de produtos naturais e o

uso da medicina tradicional chinesa e ocidental integrada em métodos para estudar satde e bem-estar (Brasil, 2019).
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Atualmente, o uso de plantas medicinais tem aumentado. Dois fatores podem explicar esse aumento. O primeiro é o
avango no campo da ciéncia, que possibilita o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos seguros e eficazes. Associado a
isso, a segunda tendéncia é alicercada no fato do incremento da demanda por tratamentos alternativos como aromaterapia,
floralterapia, uso de chas, fitoterapicos, o qual estdo inseridos na Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), entre outros cuidados com o uso de plantas (Brasil, 2006; Bruning et al., 2012).

Nesse sentido, qualquer que seja a aplicacdo desejada a uma planta medicinal em qualquer periodo histérico,
sobretudo atualmente, é imprescindivel conhecé-la de maneira mais vasta possivel. Dessa forma, a fusdo de dados sobre a

botanica, distribuicdo geografica e a fitoquimica sdo essenciais para compreender o universo das espécies vegetais.

3.2 Aspectos botanicos e fitoquimicos das espécies vegetais pertencentes as familias em estudo

A identificacdo das plantas € um dos pontos mais relevantes no campo da fitoterapia. Analises taxonémicas
equivocadas podem ndo so6 levar o individuo a utilizar uma determinada espécie sem o composto ativo de interesse, assim
como incentivar a utilizacdo de plantas tdxicas, desconhecendo o grau de toxicidade. O processo de identificacdo vegetal é
realizado com finalidade de compreender uma nova espécie vegetal descoberta, sendo atribui¢do exclusiva dos botanicos
especialistas em um determinado género ou familia (Silva et al., 2010).

De acordo com Borges et al. (2016), é relevante que a correta identificacdo boténica, possibilite levantamento
bibliografico concedendo correlagBes das informagGes obtidas com estudos realizados anteriormente. Dessa forma, é
fomentada a veracidade dos resultados encontrados. Nesse contexto, dispondo de informacdes tais como: familia, género e
espécie, é possivel alcancar outras caracteristicas como a distribuicdo geogréfica e descricdo botanica, de cada espécie vegetal
estudada (Machado & Vargas, 2018). Sendo assim, é demonstrado no Quadro 1, a distribui¢do geografica e descri¢do botanica
das familias Moraceae, Asteraceae, Theaceae, Malvaceae, Junglandaceae, Celastraceae e llliciaceae, e suas respectivas

espécies vegetais.
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Quadro 1. Distribuicdo Geografica no Mundo das Familias Moraceae, Asteraceae, Theaceae, Malvaceae, Junglandaceae,
Celastraceae e llliciaceae, e suas respectivas espécies vegetais.

Espécie Quantidade Referéncias
de Géneros e
Espécies no
Familia Moraceae Mundo
N T e Folhas da Maclura tinctoria L. 37 géneros e BERG, 1972;
27y A g aproximadam BERG, 1984.
ente 1.050
espécies.
. o Fonte:https://sites.unicentro.br/wp/manejoflor
B ' o estal/10279-2/
Frutos da Morus nigra L.
. ¥ '1_"
L
Fonte:
https://www.sitiodamata.com.br/amora-
morus-nigra
FAMILIA ASTERACEAE Flores de Bidens pilosa (L.) Cerca de BARROSO et al.,
) X T T e 1.600 géneros 1991;
e 23.000 NAKAIJIMA;
espécies. SEMIR, 2001;
NIELSEN et al.,
A 2002; ROQUE;
Fonte: BAUTIS'TA,
http://maisplantas.blogspot.com/2016/11/bide 2008;
ns-pilosa-l.html GONGALVES;
LORENZI, 2007.
Familia Theaceae Folhas e flores da Camellia sinensis (L.). Cerca de 10 PRINCE;
P A By N f génerose 195 | PARKS, 2001;
; ;37'"“ Frv b »' _ o espécies MARINHO et al.,
P ‘t‘\ 2015.
\‘t‘; R 5~ T
Fonte:
https://safarigarden.commercesuite.com.br/m
uda-de-camelia-sinensis-cha-verde-ja-produz-
flores
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FAMILIA MALVACEAE Folhas e flores Hibiscus rosa- smensrs L. Inclui mais de NETO, 2014;
ST, - }:ﬁ),_ S 240 géneros e ALVES, 2011.
B e L T 4.225
{ ""’5 L e Sk espécies.
\“ " { ﬁ\,.‘
;f ' o Fonte:
' ' http://www.unirio.br/ccbs/ibio/herbariohuni/h
ibiscus-rosa-sinensis-|
FAMILIA JUGLANDACEAE Folhas e frutos da Carya illinoinensis 6 géneros e STELLA;
[ £ - cerca de 100 LUCCHESE,
N , _ : espécies de 2015;
'.€ ‘—\*‘) arvores, BOSCARDIN;
e variando de COSTA, 2018.
g grande a
' média.
Fonte:
https://www.nativnurseries.com/products/nati
ve-pecan-seedlings-for-sale-carya-
illinoinensis
FAMILIA ILLICIACEAE Folhas, flores e frutos da Illicium verum Composta por WANG et al.,
:"“"’" N e Hook um Unico 2010; NIANHE et
.l género, al., 2008; SILVA
Ilicium, com et al., 2020.
cerca de 35
espécies.
Fonte:
https://pt.wikipedia.org/wiki/lllicium_verum
FAMILIA CELASTRACEAE Folhas e frutos da Maytenus ilicifolia Mart. 98 géneros e SPIVEY etal.,
P A e ex Reissek cerca de 1.264 2002;
& -3 y - espécies. CRONQUIST,
1988;
LAWRENCE,
1971.

B Caxssacme

Fonte:
https://hortodidatico.ufsc.br/espinheira-santa/

Fonte: Autores (2021).

Dentre as familias citadas, as mais abundantes de acordo com sua distribuicdo pelo mundo, sdo Asteraceae, com

cerca de 1.600 géneros e 23.000 espécies, e Celastraceae, com cerca de 98 géneros e 1.264 espécies. A familia menos

encontrada foi a Theaceae, com cerca de 10 géneros e 195 espécies. Conhecer a distribuicdo geogréafica de familias de espécies

vegetais permite obter a localizacdo para coletar a espécie para estudos, avaliar as condi¢cBes ambientais como clima, tipo de
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solo, além de outros fatores bidticos. Obtendo informacfes sobre as familias, é interessante estudar sobre seus aspectos

fitoquimicos.

Segundo Bessa et al. (2013), os aspectos fitoquimicos sdo relevantes tendo como objetivo conhecer os compostos

bioativos das espécies vegetais e avaliar a presenca nos mesmos, detectar grupos de metabdlitos secundarios relevantes e Uteis

como marcadores quimicos no estudo de plantas medicinais, além de contribuir na procura de principios ativos contra diversas

doencas.

Nesse contexto, Silva e Santos (2017) menciona que as pesquisas utilizando espécies vegetais sdo beneficiadas pela

pluralidade de compostos quimicos, disponibilidade de matéria prima e seus produtos, que muitas vezes ultrapassam os

medicamentos ja disponiveis. Como por exemplo, o fato de muitas plantas deterem amplo espectro de atividade

antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitumoral, entre outras atividades biolégicas. Por fim, na Tabela 1, encontra-se a relacéo de

exemplo de espécies pertencentes a cada familia, Maclura tinctoria L., Bidens pilosa L, Camellia sinensis L., Hibiscus rosa-

sinensis L., Morus nigra L., Carya illinoinensis L., lllicium verum L. e Maytenus ilicifolia L, indicando nome cientifico, nome

popular, substancias bioativas e atividades bioldgicas in vitro, reportadas na literatura.

Tabela 1. Relacdo das espécies vegetais indicando nome cientifico, nome popular, substancias bioativas e atividades

bioldgicas reportadas na literatura cientifica.

Nome Nomes Populares Descricéo da Espécie Substancias Atividades Bioldgicas Referéncias
Cientifico Bioativas
Maclura Ailva, leite de Arvore, caducifélia, Flavonoides, Efeito cicatrizante e BOURDY et al., 2004;
tinctoria moreira, itajuba, helidfita, espécie ligninas, adstringente, BOURDY, CHAVES-
(L)) amora-branca. secundaria inicial, climax carboidratos, antirreumatico, anti- DEMICHEL, ROCA-
exigente em luz. Sua altura taninos inflamatério, COULTHARD, 2004,
atinge att 25 m e seu condensados, analgésico, antifangico, | USTULIN et al., 2009;
didmetro até 90 cm. alcaloides. anti-HIV. Oliveira & Saito, 1989.
Morus Amora preta Espécie exoética originaria Antocianinas, Laxativos, vermifugos, | FANG et al., 2005;
nigra (L.) da China e Japéo, no Brasil flavonoides, expectorante, eméticos, | PAWLOWSKA et al.,
e muito cultivada para fendlicos totais. hipoglicémicos, anti- 2008; PEREZ-
produgdo de folhas para inflamtérios, GREGORIO et al,
criacdo do bicho da seda. antianemico, 2011; ZAFRA-STONE
Seus frutos sdo drupas hipertensivos, et al., 2007; OZGEN et
comestiveis, consumidas in anticancerigeno, al., 2009; ERCISLI;
natura ou na forma de antioxidante, ORHAN, 2007.
doces e geleias. antibacteriano, antiviral
Bidens Picdo preto, Planta herbacea, ereta, com Alcaloides, Cicatrizante, anti- KUMAR et al.,, 2010;
pilosa L. carrapicho, amor- | porte variando entre 20 e flavonoides, inflamatério, ALVAREZ et al., 1996;
Seco 150 cm com folhas opostas, taninos e hipoglicemiante, ALONSO, 2004;
simples, pecioladas e saponinas. antimalérico, MEDEIROS et al,
fendidas. antibacteriano, 2013; Rodrigues et al.,
antirreumatico, 2006; DE-LA-CRUZ
antitumoral,
antidiarreico.
Camellia Cha verde, Arvores (até 20 metros) ou | Alcaloides pricos, Anti-inflamat6ria, Fiorini et al.,, 2005;
sinensis (L.) | oolong, cha preto, | frequentemente arbustos. polifenois, antioxidante, Kalra et al., 2005; Nag-
Kuntze. cha-da-india. flavonoides, hepatoprotetor, C/haudhuri et al., 2005;
catequinas. antimicrobiana, Yam et al, 1997;
hipoglicemiante, Turchetti et al., 2005;
inibidora da enzima Barbosa-Filho et al.,
conversora de 2005; Barbosa-Filho et
angiotensina e al., 2006; Santhosh et
antimutagénica. al., 2005; Liang et al.,
2001; Punyasiri et al.,
2004.
Hibiscus Pampulha, Arbusto de até 5 metros, Antocianinas Antioxidante, SACHDEWA et al,
rosa- hibisco-da-china, | com ramos cilindricos e totais, cicatrizante, 2001; SACHDEWA &
sinensis L. mimo-de-vénus. | glabros e tronco liso e carotenoides, antidepressivo, KHEMANI., 2003;
flexuosos. Folhas alternas, compostos antibacteriano efeito MOQBEL et al., 2011;

estipulas  caducas, de

fenolicos totais,

hipoglicémico

PILLAI & MINI, 2016;
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peciolo  piloso, lamina flavonoides, diurético, anti- LIN et al, 2007
foliar simples ovada, com carboidratos. inflamatério, SILVA et al, 2019;
margem serreada. Flores analgésico, hipotensor, | ONYENEKWE et al.,
com bracteas e sépalas expectorante. 1999; MOJIMINIYI et
esverdeadas, pétalas al.,2007; AJAY et al,
inteiras, avermelhadas. 2007; ALl et al., 2003.
Carya Noz pecd, Arvore alta podendo atingir Alcaloides, Antibacteriana, TAIZ; ZEIGER, 2013;
illinoinensis nogueira-peca. de 25 a 45 metros de altura terpenos, diurético, antioxidante, | CASTRO et al., 2004;
e diametro de copa e 5 compostos hipotensor, vermicida, | FERREIRA; AQUILA,
metros de circunferéncia de fendlicos, hipoglicémico. 2000; SIMOES et al.,
tronco. Produz mais de 100 compostos 2010; NOVAES, 2011,
kg de nozes por planta. aromaticos, PINTO et al, 2002;
triterpenos, BHARDWAJ;
ligninas, taninos, SHARMA, 2017,
antocianinas, RECKZIEGEL, 2011
glicosideos
cianogénicos.

Hlicium Anis —estrelado, | Arvore perene de porte Terpenos, Expectorante, SAMPAIO et al., 2019;

verum anis-da-sibéria, médio, originaria do polifendis totais, relaxante, CHOUKSEY;

Hook anis-verdadeiro, sudoeste da China. aclcares redutores, espasmolitica, UPMANYU; PAWAR,
badiana, badiana- taninos, carminativa, 2013; HERRERA,
decheiro, funcho- flavonoides, estomatica, 2009; SCOPEL et al.,
da-china, anis-da- saponinas, antisséptica, 2016; SINGH et al,
china e badiana- alcaloides e antifangico, 2006; SUNG; KIM;

da-china. cumarinas. antibacteriano, KIM, 2012;
antiviral, antioxidante. | FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000;
NARDONI et al., 2015;
DWIVEDY et al., 2018;
ROCHA NETO et al.,
20109.

Fonte: Autores (2021).

Dentre as atividades bioldgicas mencionadas, a citotoxicidade com finalidade preliminar para estudos de uma
eventual atividade antitumoral é uma das mais estudadas e relevantes para a pesquisa cientifica. De acordo com Nascimento et
al. (2008), laboratérios de pesquisas de espécies vegetais, tém acrescentado em seus estudos, ensaios biolégicos, com uso de
linhagens celulares, objetivando isolar e avaliar extratos vegetais na busca por novos compostos com atividade antitumoral,
além de avaliar o potencial citotoxico das espécies.

No entanto, nos estudos avaliados ndo foram encontradas informaces acerca de toxicidade hepatica, apenas quanto
a sua expressdo em outros sistemas bioldgicos. Em um dos trabalhos da tabela 01, foi verificado ensaios que foi associado a

acdo hepatoprotetora de extratos de Camellia sinensis.

3.3 Uso de linhagens celulares na avaliagdo do potencial citotéxico de plantas medicinais

Segundo Bretas (2011), a implantacdo da utilizacdo de linhagens celulares, para avaliacdo da toxicidade de plantas
medicinais, foi uma das maiores evolu¢fes na historia do cultivo celular. Define-se como linhagem celular como uma
populagdo celular especifica derivada de um subcultivo continuado de uma populagdo primaria. Sendo assim, como aplicacao
pratica, o cultivo de linhagens celulares pode ser utilizado para obter dados, sob circunstancias estabelecidas de
armazenamento. Em 1955, a primeira analise sistematica dos recursos nutricionais importantes para a proliferacdo das células
in vitro, foi feita por Harry Eagle. Com o auxilio de colaboradores, Eagle criou um meio essencial para o cultivo celular,
denominado meio EMEM, contido de aminoécidos, vitaminas, soro animal, sais e carboidratos (Taveiras, 2007; Kretzmer,
2002; Bretas, 2011).

Nesse sentido, uma das revolucfes na historia do cultivo celular foi a obtencdo das linhagens do tecido pulmonar

(fibroblastos) de feto humano feminino (MRC-5 e WI-38, respectivamente), que possibilitaram ampliar o nimero de vacinas
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habilitadas para uso humano. A compra e a utilizacdo de linhagens certificadas pela American Type Culture Collection
(ATCC) se tornaram um meio indispensavel para o aperfeicoamento de novos medicamentos e avaliagdo da citotoxicidade de
plantas medicinais (Kretzmer, 2002).

A realizacdo dos testes de toxicidade celular propicia os primeiros conhecimentos sobre a seguranca das substancias
em analise, mesmo que de maneira preliminar e que nem sempre apresenta correlacdo com os resultados in vivo. Desta forma,
muitos estudos de moléculas com potencial terapéuticos tem o estudo interrompido ainda em fase inicial, em razdo da elevada
citotoxicidade. Portanto, os testes in vitro de citotoxicidade sdo indispensaveis e essenciais para designar a toxicidade celular
inicial, em outros termos, a capacidade especifica de uma substancia provocar morte celular proveniente de diferentes vias, tais
como apoptose, autofagia e necrose (Eisenbrand et al., 2002).

Os métodos direto e indireto podem ser utilizados para andlise da citotoxicidade, o primeiro compreende a contagem
celular de maneira que, o segundo objetiva identificar estruturas celulares ou medir o metabolismo celular para dimensionar a
correspondente viabilidade. Um exemplo de forma direta é a contagem de células em camara de Neubauer, na qual utiliza-se o
corante azul de tripan. A técnica fundamenta-se no fato do cromdforo ser negativamente carregado e ndo interagir com as
células a menos que a membrana esteja danificada, por exemplo, em virtude de um extrato ou farmaco testado (Alves &
Guimaraes, 2018). Em contraponto, um método indireto amplamente utilizado é o ensaio MTT (3- [4, 5-dimethyl-2-thiazolyl] -
2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), proposto pelo pesquisador Mosmann no ano de 1983, que tem como funcéo avaliar a
viabilidade celular apés a exposicdo aos compostos estudados (Silva et al., 2011).

O ensaio de reducdo do MTT fundamenta-se em avaliar o dano causado pelo extrato através da mensuragdo da
atividade da succinato desidrogenase, uma enzima mitocondrial. A viabilidade celular é quantificada pela reducéo do MTT, um
sal solvel em &gua e de cor amarela, a formazan, um sal de cor parpura e insoltvel em agua (Veloso et al., 2010). Existem na
literatura varios relatos sobre a atividade citotéxica de extratos e substancias isoladas de plantas medicinais. No que diz
respeito a estes relatos, no Quadro 2, sdo apresentadas informacdes sobre a citotoxicidade em linhagens celulares, das espécies

mencionadas. Em relacdo a espécie Maclura tinctoria, ndo foram encontrados relatos sobre sua atividade citotdxica em células.
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Quadro 2. Relatos descritos na literatura cientifica sobre atividade citotoxica de espécies vegetais, avaliada em linhagens celulares pelo método MTT.

Espécie / Substéancias testadas Tipo de extrato Linhagens celulares Método Potencial citotoxico Referéncias
amostra
NSE Acetato de Etila RAW 264.7 MTT Exibiu a atividade mais significativa inibidora (1Cso CHIANG et al.,
=36,2 ug /ml). 2004.
Butanélico Atividade moderada com (ICso=250,8 pg / ml).
NSE Extrato aquoso DU-145; MCF-7; MTT B. pilosa inibiu a proliferacdo em 10% nas linhas STEEMKAMP;
MDA-MB-231; MCF- celulares de carcinoma. O ICsp variou entre 145 e GOUWS, 2006.
12A 200 pg / ml.
fenil-1,3,5-heptatriino n-hexano; cloroférmico, KB; MTT Dentre todos 0s extratos, o extrato n-hexano KUMARI et al.,
metandlico e acetato de HepG2; apresentou atividade anticancer e antimalarica 2008.
etila CaCo 2; promissora.
MCF-7.
. . Butandlico MCF-7; Apresentaram menor efeito antiproliferativo contra WU et al., 2013.
Bidens pilosa Aquoso HepG2; as células MCF-7, RKO e HepG2 (p<0,05).
L. NSE Eter petréleo MGC 803; MTT
Acetato de Etila e RKO Exibiu atividades citotoxicas mais altas contra todas
as células tumorais (p=0,01), particularmente as
células RKO com taxa inibitoria de 92,87%.
NSE Metandlico Hela; MTT Maior atividade contra as células KB-3- 1 com SINGH et al.,
HepG2; valores de 1Cs0 99,56 pg/ml. Para a inibicdo de 2017.
KB-3-1 células HepG2 e Hela foram consideradas 210,8 pug
/ml e 179,3 pg / ml respectivamente.
3-0O-galato epigalocatequina Acetato de Etilae HSC-2; MTT Teve um valor ICso de 14,1, 18,2, 17,3 € 40,6uM KITAGAWA et al.,
Metandlico HSC-4; contra células HSC-2, HSC-4, MKN-45 e Caco-2, 2016
MKN-45; respectivamente.
CaCO-2. Os valores de ICso para as células HSC-2, HSC-
Chakasaponinas I e Il 4, MKN-45 e Caco-2 foram iguais a 4,6, 17,5, 16,8 e
30,2 uM, respectivamente.
Camellia Florateasaponina A Os valores de 1Cso para as células HSC-2, HSC-
sinensis L. 4, MKN-45 e Caco-2 foram iguais a 4,4, 6,2,4,5 ¢
Kuntze 19,3 uM, respectivamente.
(-) epigalocatequina galato (ECGC) | Nao especificado OSCC-3; MTT Todos os extratos sdo citotdxicos para as células RAMIREZ et al.,
Quercetina SCC-61; HepG2, com 0 ECGC demostrando citotoxidade 2004; RAMIREZ et
Acido gélico SQ-20B; dominante, sendo que a maior inibi¢éo (82%) foi al., 2016.
HepG2. mostrada por quercetina, com 25 uM

(ICs0 = 11,90 uM). Ja para as células restantes, a
quercetina se mostrou mais citotdxica com IC 50
entre 75 e 505 pM.
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Galato de epigalocatequina (GELC) Né&o especificado HeP2 e sua sublinha MTT e analise GEC e GELC ndo foram toxicos na faixa de DURGO et al.,
CK2 morfoldgica concentracéo de 2,5 pmol a 50 umol. A maior 2011.
Galato de epicatequina ) cgncentragﬁo de ECG (500 pm_ol) causou efeito
(GEC) toxico semelhante em ambas as linhagens celulares.
GELC mostrou maior potencial citotéxico, mesmo
em concentragdes cinco vezes menores do que em
uma xicara normal de cha verde.
5,5 -penta-hidroxi-cis-estil- bene (1), Extrato cloroférmico MCF-7 e HepG2 MTT O composto 5 foi 0 mais ativo contra ambas as ABDEL et al.,
resveratrol (2), oxiresveratrol (3), linhas celulares investigadas com um valor ICso de 2019.
norartocarpetina (4), kuwanon C (5), 3,92 IM. Para a HepG2, a maioria dos compostos
morusina (6), cudraflavona A (7), suprimiu o crescimento com um IC 50 de 9,54 a
kuwanon G (8), albafurano C (9), 44,71 IM. Os compostos terpendides apresentaram
Morus nigra mulberrofurano G (10), 3-acetil-O- atividade relativamente fraca, uma vez que 0s
L a- amirina (11), 3-acetil-O- b- compostos 13 e 14 tiveram IC 50 165,70 e 94,70 IM,
amirina (12), &cido ursélico -3-0O- respectivamente.
acetato (13) e uvaol (14).
NSE Extrato etanolico HaCat; L-929; e MTT As ICso calculados para a citotoxicidade foram FREITAS et al.,
B16F10 107,2 ug/ml para o melanoma murino, 324,2 ug/mL 2016.
para a queratindcitos humanos e 116,3 g/mL para o
de fibroblastos de rato. Concluiu-se que o extrato da
M. nigra foi mais toxico para as células B16F10.
NSE Etandlico, metandlico e OVCAR-8; SF-295; MTT Os extratos causaram mais de 75% de inibic¢éo do SOUZA et al.,
cloroférmico, e HCT-116 crescimento celular em qualquer linhagem, sendo 2016.
considerados ativos.
NSE Extrato de PC-3 e células de MTT O extrato da planta exibiu citotoxicidade seletiva TURAN et al.,
dimetilsulféxido fibroblastos do moderada contra células PC-3 em comparagdo com 2016.
prepucio. células de fibroblastos do prepucio.
NSE Extrato aquoso B16F10 MTT Este extrato inibiu o crescimento de células de GOLDBERG et al.,
melanoma de uma maneira dependente da dose, 2016.
reduzindo-as em 2 vezesa 1 mg/ ml e 4 vezes a 2
mg / ml.
Hibiscus NSE Extrato aquoso ER+ MTT O extrato de hibisco foi capaz de induzir NGUYEN et al.,
rosa-sinensis CMTN seletivamente a apoptose em células de cancer de 20109.
mama triplo-negativas e positivas para receptor de
estrogénio de uma maneira dependente da dosagem.
Foi capaz de aumentar o estresse oxidativo e
diminuir o potencial de membrana mitocondrial em
comparacdo com tratamentos individuais.
NSE Extratos acetonicos de T24 MTT O extrato da casca teve um ICso de 1,8 mg /ml, e o ROSA et al., 2014
Carya gréos e cascas LCC-PK1 extrato do gréo um valor de ICso (citotoxicidade
illinoinensis

mais baixa) de 4,6 mg/ml.
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NSE

Extrato metandlico

MCEF-7

MTT

O ensaio de MTT mostrou que o extrato da casca de
noz-pecd apresentou citotoxicidade contra
células MCF-7 (ICso =74,11 pg/ml). A maior dose
testada (25 pg / ml) foi capaz de inibir 93% do
crescimento das células MCF-7.

HILBIG et al.,
2017

NSE

Extrato bruto de nozes

CaCO-2

MTT

Os extratos brutos de nozes de concentracdes
variaveis foram adicionados as células durante 1h e
ndo houve diferencas significativas (p> 0,05) entre

as células da amostra e as células de controle. A

partir disso, concluiu-se que os fenélicos de peca

ndo eram toxicos para as células em nenhuma das
concentragdes examinadas no estudo.

KELLETT etal.,
2019.

Hlicium
verum

Oleos essenciais de frutas e sementes

Extrato bruto

MCF7; T47D; MDA-
MB-231; K562 e SH-
SY5Y

MTT

A espécie lllicium verum, apesar de aparentemente

ativo contra uma variedade de linhagens de células

cancerosas na literatura citados pelos autores, 0 seu
efeito citotoxico foi inativo (ICso > 100 ppm).

NAJAR et al.,2019.

Oleo essencial somente de frutos

HCT 116; HT-29 e
CCD-18co

MTT

Os resultados mostraram que esta espécie
tem atividade antiproliferativa moderada contra a
linha de células HCT 116 e HT-29, com
um valor IC 50 de 50,34 £ 1,19 pg/ml. Quanto a
toxicidade contra células de c6lon humanas normais
(CCD-18c0), 0 IC 50 foi de 200 + 2,29 ug/ml.

ASIF et al., 2016.

Maytenus
ilicifolia

Pristimerina

Extrato etanolico

HL-60; K-562; SF-
295; HCT- 8; e MDA/
MB-435

MTT

A analise de MTT mostrou que a pristimerina exibiu
atividade citotoxica contra todas as cinco linhagens
de células cancerosas. Os valores de 1Cso variaram

de 0,55 a 3,2 IM em MDA / MB-435 e K-
562, respectivamente.

COSTA etal.,
2008.

Maytefolina A
uvaol-3-caffeate
betulina
eritrodiol

Extrato etanolico e
metanolico

HL-60 e KB/S

MTT

Apenas o eritrodiol apresentou atividade citotdxica
significativa com ICso de 7,0 mg/ml, enquanto todos
0S outros compostos apresentaram valores
de ICso superiores a 10 mg / ml. Nenhum desses
compostos induziram alteragdes morfoldgicas
em células HL-60 com concentracdes de 0,05-
25 mg/ml.

OHSAKI et al.,
2004.

*NSE: ndo houve substancias especificas;
*RAW 264.7 (Linhagem de macréfagos); DU-145 (células de carcinoma da préstata); MCF-7 e MDA-MB-231 (células de cancer de mama); MCF-12A (células da mama ndo maligna); KB (células de cancer humano oral); HepG2
(Células de Carcinoma hepatico); CaCO-2 (células do cancer de coldn); MGC 803 (cancer gastrico); RKO (cancer colorretal); HeLa (carcinoma epitelial humano); KB-3-1 (carcinoma epiderméide humano); HSC-2, HSC-4 e MKN-
4 (células do carcinoma géastrico humano); OSCC-3, SCC-61 e SQ-20B (carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo humano); HeP2 (células de carcinoma da laringe humana); HaCat (células de queratindcitos humanos);
L-929 (células de fibroblastos); B16F10 (células de melanoma murinho); OVCAR-8 ( cancer de ovario); SF-295 (cancer no cérebro); HCT-116 (cancer de cdlon); PC-3 (células de adenocarcinoma de préstata humana); ER+ (células
de cancer de mama positivas para receptor de estrogénio); CMTN (células de cancer de mama humano triplo-negativas); T24 (cancer de bexiga); LCC-PK-1 (células epiteliais renais); K562 (eritroleucemia mieléide cronica
humana); SH-SY5Y (célula de tumor maligno); CCD-18co (células de c6lon humanas normais); HL-60 (leucemia promielocitica); SF-295 (glicoblastoma); KB/S (células do carcinoma epidermdide de boca).
Fonte: Autores (2021).
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Destes, foi verificado que nenhum dos estudos, apresentou uma metodologia para avaliacdo de hepatotoxicidade,
predominando atividade antitumoral dos compostos dos extratos vegetais. Segundo Sa et al. (2021), a pluralidade quimica
desses compostos quimicos possibilita diversas atividades bioldgicas, devido a varios mecanismos, comportando a elas, por
exemplo, acdo antiproliferativa e citotdxica.

O uso de compostos naturais ou derivados sintéticos como método para reverter e reduzir processos neoplasico estdo
evoluindo como terapéutica no tratamento do céncer. A biodiversidade de plantas medicinais que existem no Brasil, permite
uma variedade de substancias com potencial terapéutico que podem favorecer evidéncias de novos farmacos anticancer com

maior eficécia e menos toxicidade as células saudaveis (Cavalcante et al., 2021).

4. Consideracdes Finais

A utilizacdo de plantas com finalidade terapéutica estd entrelacada com a historia da humanidade, sendo utilizadas
desde a antiguidade. Ao longo do tempo, com a popularizacdo do uso das plantas medicinais, faz-se necessaria a correta
identificacdo botéanica e os estudos de toxicidade tanto para aspectos de seguranga e efetividade, quanto para realizacdo de
levantamentos bibliograficos.

As espécies Maclura tinctoria L., Bidens pilosa L, Camellia sinensis L., Hibiscus rosa-sinensis L., Morus nigra L.,
Carya illinoinensis L., lllicium verum L. e Maytenus ilicifolia L, possuem uma diversidade de compostos quimicos bioativos,
além de diversas atividades biologicas reportadas na literatura, sendo de grande interesse cientifico para estudos de
citotoxicidade e descobertas de novos farmacos. No entanto, nenhum trabalho reportou sobre ensaios que possam avaliar
diretamente a hepatotoxicidade. Nesse contexto, o ensaio de citotoxicidade in vitro tem papel fundamental, como ferramenta
preliminar, para avaliar a toxicidade de uma planta medicinal e sua eventual atividade bioldgica.

Para estudos futuros, sugere-se: 1- a realizagdo de ensaios in vitro em hepat6citos normais para determinar se estas
espécies vegetais podem levar ou ndo a uma hepatoxicidade. 2- Desenvolver uma fundamentagédo tedrica mais consistente em
relagdo a hepatotoxicidade, com a finalidade de unificar conhecimento. 3- Analisar através da cromatografia liquida de alta

eficiéncia, descobertas de novas moléculas com atividade antitumoral.
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