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Resumo

Introdugdo: as terapias alternativas que utilizam plantas medicinais e fitoterdpicos sdo bastante comuns no Brasil. Dentre varias
espécies vegetais brasileiras utilizadas em terapias destacam-se as espécies da familia Malvaceae. Objetivos: o presente estudo teve
como objetivo avaliar a citotoxicidade in vitro e a genotoxicidade ex-vivo em compostos da Pavonia glazioviana Girke espécie brasileira
pertencente a familia Malvaceae. Metodologia: métodos in vitro foram utilizados para verificar o potencial citotdxico por meio de
ensaios hemoliticos e anti-hemoliticos e da analise genotdxica ex-vivo. O Extrato Etandlico Bruto (EEB) e Fragdo Cloroférmico (FC)
foram obtidos na amostra vegetal utilizada neste estudo. Resultados: os produtos EEB-Pg e FC-Pg apresentaram baixo efeito citotdxico
apenas nas concentragdes de 50 e 100 pg / mL. As amostras expostas as concentragdes de 500 e 1000 pg / mL apresentaram indice
hemolitico alto a moderado com lise superior a 60%. Foi descrito efeito anti-hemolitico moderado em todas as amostras tratadas
com 500 e 1000 pg / mL, com hemdlise < 60%. Além disso, os compostos mostraram baixo efeito genotdxico ex-vivo, com um indice
geral de células normais superior a 84% em todas as concentragdes. Conclusdes: os resultados sugerem um baixo perfil toxico dos
compostos obtidos da espécie Pavonia glazioviana, indicando limites seguros para o uso desses produtos naturais.
Palavras-chave: Fitoterapicos. Hemolitico. Anti-hemolitico. Genotdxico

Abstract

Introduction: alternative therapies using medicinal plants and herbal medicines are quite common in Brazil. Among several Brazilian
plant species used in therapies, the species of the Malvaceae family stand out. Objetctives: the present study aimed to evaluate the
in vitro cytotoxicity and ex-vivo genotoxicity in compounds of the Brazilian Pavonia glazioviana Giirke belonging to the Malvaceae
family. Methodology: in vitro methods were used to verify the cytotoxic potential through hemolytic and antihemolytic assays and
the ex-vivo genotoxic analysis. The Crude Etanolic Extract (CEE) and Cloroformic Fraction (CF) was obtained in vegetal sample used
on this study. Results: the CEE-Pg and CF-Pg products only showed a low cytotoxic effect at the concentrations of 50 and 100 ug/mL.
The exposure to the concentrations of 500 and 1000 ug/mL showed a high to moderate hemolytic index with lysis higher than 60%.
A moderate anti-hemolytic effect was described in all samples treated with 500 and 1000 ug/mL, with hemolysis <60%. In addition,
the compounds showed low ex-vivo genotoxic effect with a general index of normal cells greater than 84% at all concentrations.
Conclusion: the results suggest a low toxic profile of the compounds obtained from the Pavonia glazioviana Giirke species belonging
to the Malvaceae family, indicating safe limits for the use of these natural products.
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os tratamentos naturais possuem baixo custo e menor
efeito toxico em alguns casos, em relagdo as drogas con-
vencionais disponiveis. Além disso, também possuem
uma forte influéncia cultural. No Brasil, o uso popular de
plantas medicinais é uma atividade comum, envolvendo
conhecimentos herdados sobre o potencial e a especifi-
cidade das espécies de planta no combate de doencas
(LUCENA; MELO-GUEDES, 2020).

Dentre varias espécies vegetais brasileiras utilizadas
em terapias naturais, destacam-se, tanto do ponto de vista
guimico, quanto farmacoldgico, as espécies da familia
Malvaceae. Estudos fitoquimicos realizados indicaram a
presenca de varios compostos ativos, com destaque para
os flavonoides (FERREIRA et al., 2019).

O conhecimento das propriedades antioxidantes dos
fendlicos trouxe um novo interesse em relagdo aos possi-
veis efeitos terapéuticos. Os flavondides sdo atualmente
as principais substancias que se destacam através do seu
potencial antioxidante, sendo descrita em estudos epi-
demioldgicos a eficacia de dietas ricas nestes compostos,
sendo estas associadas ao baixo risco de doengas cardio-
vasculares e alguns tipos de cancer (FERREIRA et al., 2015).

Dentre as espécies da familia Malvaceae ressalta-
-se Pavonia glazioviana Glirke, popularmente chamada
de “malva-da-chapada”, com relatos de aplicagdo em
processos infecciosos diversos (GUALBERTO, 2013;
CASIMIRO-JUNIOR et al., 2013). Além disso, em estudos
fitoquimicos recentes, desenvolvidos por Oliveira (2019)
com a espécie P. glazioviana, foi realizado o isolamento
de compostos ricos em flavonoides, incluindo quercetina,
canferol, acacetinae, e 5,7-dihidroxi-3,8,4’-trimetoxi.

Dentro desse contexto, a execugao de estudos sobre
espécies vegetais brasileiras utilizadas como produtos
potencialmente terapéuticos no tratamento de patologias
diversas contribui para o enriquecimento do patrimonio
genético e cientifico do pais. Dessa forma, o presente
estudo objetivou avaliar a citotoxicidade in vitro e ge-
notoxicidade ex-vivo em compostos obtidos da Pavonia
glazioviana Girke-Malvaceae.

METODOLOGIA

Material vegetal

As partes aéreas (folhas) de Pavonia glazioviana fo-
ram coletadas em fevereiro 2015, em Jeremoabo (Bahia,
Brasil — coordenadas 09°44’34.6” S e 38 2 52'20.4” W).
A espécie foi identificada pela Profa. Adilva de Souza
Concei¢do da Universidade do Estado da Bahia (UNEB),
registrada (nUmeros de registro: 28709) e depositada no
Herbario da UNEB (HUNEB, Colegdo Paulo Afonso).

O material vegetal foi seco separadamente em estufa
de circulagdo de ar a 40 °C, pulverizado e macerado com
etanol 95% (5 L) por 72 horas. A solugdo de extrato foi
evaporada utilizando-se o rotaevaporador sob pressdo
reduzida a 40 °C para a produgdo do Extrato Etandlico
Bruto (EEB) Em seguida, foi realizada a separagdo por

cromatografia liquido-liquido, usando hexano, dicloro-
metano (CH,Cl,)/cloroférmio (CHCL,), acetato de etila e
n-butanol, o que resultou nas respectivas fragdes, a fragao
cloroférmica (FC), foi escolhida para realizar os testes a FC
por apresentar maior composicdo de flavonoides.

As amostras utilizadas no presente estudo (EEB-Pg
e FC-Pg) foram cedidas pela equipe da Prof2 Maria de
Fatima Vanderlei de Souza (UFPB) e os procedimentos de
obtencdo, determinagdo estrutural e andlise fitoquimica
foram descritos em trabalho anterior (OLIVEIRA, 2019).
Esta pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Genéticos e Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen — A568B8A).

Analises in vitro

Amostra de células da mucosa oral e hemdcias de
humanos

Os ensaios foram realizados de acordo com o Cédigo
de Etica da World Medical Association e aprovados pelo
Comité de Etica do Centro Universitario de Patos (proto-
colo nimero: 3.621.284). O nimero total de participantes
foi correspondente n=80, sendo 40 alunos da Liga Acadé-
mica de Fitoterapia, Bioquimica e Microbiologia (Lafbim-
-UFCG) e 40 alunos dos cursos de Ciéncias Bioldgicas e
Odontologia (UFCG). As amostras de sangue (A, Be O) e
os esfregacos da mucosa oral foram coletados de n=78
participantes, amostragem teve 97,5% de doadores aptos,
adultos jovens saudaveis, de ambos os sexos, entre 18 e
40 anos de idade que quiseram participar da pesquisa.

Atividade hemolitica

O sangue humano (tipos A, B e O) foi misturado com
NaCl a 0,9% (1:30) e centrifugado a 2500 rpm por 5 min.
O processo foi repetido, por duas vezes, e o sedimento
da ultima centrifugagdo foi ressuspenso em NaCl a 0,9%
para produ¢do de uma suspensdo de hemacias a 0,5%,
livre de leucdcitos e plaquetas. 2 mL de suspensdes de
hemacias foram tratadas com o extrato EEB-Pg e fragdo
FC-Pg, nas concentragdes de 50, 100, 500 e 1000 pug /
mL. As amostras foram incubadas, por 1 h, a 22 £ 2 2C
e mantidas em agitagdo lenta e continua (100 rpm).
Posteriormente, foram centrifugadas a 2500 rpm por 5
min. A hemdlise foi quantificada por espectrofotometria
no comprimento de onda de absorbancia maxima (540
nm) (RANGEL et al., 1997). Uma suspensdo de hemdcias
foi usada como controle negativo (0% hemdlise) e outra
suspensdo, com 1% de Triton X-100, foi usada como con-
trole positivo (100% hemdlise). Cada teste foi realizado
em triplicata e os dados foram expressos em porcentagens
que representam a média aritmética de trés medidas.

Atividade anti-hemolitica

A avaliacdo da fragilidade osmadtica das hemacias foi
realizada com a suspensdo de eritrdécitos 0,5%. Foram
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testadas as concentragdes de 50, 100, 500 e 1000 pg/
mL do extrato EEB-Pg e fracdo FC-Pg, incubadas em 2
mL da suspensdo de hemacias 0,5%, por 1 h, a 22 + 2
°C. As amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5
min e o sobrenadante descartado. As hemacias foram
ressuspensas em solugdo hipoténica de NaCl 0,24%, por
uma hora, a 2212 °C. Apds este periodo, as amostras fo-
ram centrifugadas a 2500 rpm por 5 min e a hemdlise do
sobrenadante foi quantificada por espectrofotometria a
540 nm (DACIE; LEWIS, 2001). A suspensdo de hemacias
foi utilizada como controle negativo (0% de hemdlise) e
outra suspensao acrescida da solucgdo hipoténica de NaCl
0,24% como controle positivo (100% de hemdlise).

Analise ex-vivo

Efeitos genotdxicos em células da mucosa oral

As células epiteliais foram coletadas em ambos
os lados da mucosa oral por meio de uma cytobrush
(amostra endocervical / coletor de células), considera-
da o instrumento mais adequado para a obtengao de
células esfoliadas dessa regido (KASSIE et al., 2001). As
células foram mantidas em tubo com 5 mL de NaCl 0,9%
(meio de preservagdo celular) até o preparo das laminas.
As células do controle foram divididas em dois grupos:
tratadas com peroxido de hidrogénio (0,0005%) (con-
trole positivo) e aquelas que ndo receberam tratamento
(controle negativo).

As células foram lavadas duas vezes em solugdo salina,
centrifugadas por 10 min a 1.500 rpm ea seguir, mantidas
em 5 mL de solugdo salina. O sobrenadante foi removi-
do. As amostras foram lavadas m ais uma vez e expostas
ex-vivo ao extrato EEB-Pg e fragdo FC-Pg, em diferentes
concentragdes (50, 100, 500 e 1000 pg/mL), por 30 min.
Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante des-

cartado. Antes do preparo dos esfregacos, as laminas
foram pré-aquecidas a 37 °C e as células, homogeneizadas
em um misturador vortex. Eles foram colocados sobre
as laminas, secos a temperatura ambiente e fixados em
metanol:4cido acético (3:1) por 15 min (THOMAS et al.,
2008). As laminas foram mantidas em temperatura am-
biente por 12 horas, apds as quais foram imersas em agua
destilada por 1 min e coradas, em Giemsa 2%, para andlise
em microscopia dptica (GABRIEL et al., 2006). A toxicidade
celular foi avaliada pela presenca de indicadores celulares
como micronucleo, binucleagdo, caridlise, cariorrexe e
macronucleo (CARRARD et al., 2007; SPONCHIADO et al.,
2016). Aproximadamente 1000 células foram analisadas
por lamina.

Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os
resultados expressos em porcentagens que representam
a média aritmética de trés medidas. Os dados foram
analisados por meio da Anélise de Varidncia (ANOVA)
de uma via e do teste post hoc de Bonferroni. Os testes
foram realizados no software GraphPadPrism (versdo 6.0
para Windows, San Diego, CA-USA). As diferengas foram
consideradas significativas quando P < 0,05.

RESULTADOS

O indice hemolitico apresentado pelos compostos
extraidos da P. glazioviana evidenciou menor percentual
de lise das hemdcias (< 40%) nas concentragdes de 50 a
100 pg/mL para o EEB-Pg e 50 a 500 pug/mL para o FC-Pg.
As concentragdes de 1000 pg/mL mostraram alto efeito
hemolitico >90% em EEB-Pg e FC-Pg. O indice hemolitico
sofreu variagdao conforme o tipo sanguineo e a composigao
dos extratos testados, sendo que a ordem de hemdlise
ocorreu no sentido B < A < O (Figura 1).

Figura 1 - Efeito citotoxico hemolitico do EEB-Pg (A) e FC-Pg (B), produtos da P. glazioviana, contra hemdcias; (C) Controle nega-
tivo (hemdcias 0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0,05 (*), P < 0,01 (**) e P < 0,001 (***) versus controle positivo.
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Nos resultados encontrados para os extratos de P.
glazioviana, EEB-Pg e FC-Pg foi verificada taxa de hemdli-
se considerada baixa a moderada, nas concentracdes de
500 e 1000 pg/mL. O potencial anti-hemolitico do EEB-Pg
apresentou percentual de lise celular entre 23% a 74%, e
a variagdo de hemdlise entre os tipos sanguineos seguiu

a ordem A < O < B. O FC-Pg demonstrou resultados se-
melhantes nas concentrages de 500 e 1000 pg/mL, com
percentual de hemdlise considerado baixo a moderado
(36% a 76%). Houve variagdo de lise nos subtipos sangui-
neos seguindo a ordem B < A < O (Figura 2).

Figura 2 — Efeito citotoxico anti-hemolitico do EEB-Pg (A) e FC-Pg (B), produtos da P. glazioviana, contra hemdcias; (C) Controle ne-

gativo (hemdcias 0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P <

0,05 (*), P< 0,01 (**)e P<0,001 (***) versus controle positivo.
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A avaliacdo de genotoxicidade celular determina o
efeito de agentes toxicos ao interagirem com o DNA,
sua probabilidade de ocasionar danos cromossémicos,
e alteragdes estruturais que levam a morte celular por
necrose/apoptose (AL MUQARRABUN; AHMAT, 2015).

O EEB-Pg e a FC-Pg induziram poucas alteragdes
celulares, quando comparados ao controle positivo, e
apresentaram indice de células normais > 86% nas con-

Tabela 1 - Perfil genotdxico de EEB-Pg e FC-Pg

centragBes de 50 a 1000 pg/mL. As principais alteragGes
apresentadas por estes grupos foram macronucleos,
caridlise e binucleac¢do. O indice de modificacdo celular
mais evidente foi o macrondtcleo, que é compativel com a
inducdo normal de divisdo celular. Entretanto, a caridlise
presente na FC-Pg é considerada um marcador genotoxi-
co, apesar deste indice ndo ultrapassar controle o positivo
(< 4.00%) no EEB-PG e < 3.55% na FC-Pg (Tabela 1).

Grupos Microntcleo Binucleagao Cariolise Cariorrexe Macrontucleo Normal

(o 2.22+0.11% 1.88+0.11% 0.77 £0.22% 0.55+0.22% 0.001 + 0.00% 94.56 + 0.22%
c* 4.00 + 0.88% 4.33+0.38% 5.44+0.72% 5.11+0.67% 4.55 + 0.80% 76.56 £ 3.08%
EEB-Pg

1000 pg/mL 1.22£0.22% 2.22+0.44% 4.00 £ 0.03%* 1.77 £ 0.40% 4.55 + 0.48%* 86.22 + 0.61%*
500 ug/mL 1.11+£0.11% 1.66 +0.19% 1.88 +0.22% 1.44 +0.40% 6.66 + 2.00%* 87.22 +1.84%
100 pg/mL 1.22£0.11% 2.44+0.11% 1.11£0.11% 1.22 £0.29% 2.88 £ 0.40% 91.11 £ 0.44%
50 pg/mL 2.22+0.22% 2.33+0.38% 1.11+0.11% 1.11 £+ 0.29% 4.00 £ 0.33%* 89.22 £ 0.29%
FC-Pg

1000 pg/Ml 0.44+0.11% 2.22 £ 0.40% 3.55+0.48%* 0.88 £ 0.40% 2.88 £ 0.40% 90.00 £ 1.54%
500 pg/mL 1.33+0.19% 2.33+0.57% 1.11+0.22% 0.66 £ 0.19% 3.55+0.29%* 91.00 £ 0.33%
100 pg/Ml 0.88+0.22% 1.44 £0.29% 2.33+0.33% 1.44 £0.29% 4.00 + 0.69%* 89.89 +1.28%
50 pg/Ml 1.22£0.11% 1.44 £ 0.48% 1.11£0.11% 0.88+0.11% 3.00 £ 0.66%* 92.33+0.38%

C: Controle negativo; C': Controle positivo; Os valores sGo médias + desvio padrdo; * p <0,05 versus controle positivo.

Fonte: autoria propria

DISCUSSAO

As hemdcias sdo células altamente vulneraveis a
substancias toxicas e radicais livres. As mudangas no
meio causam instabilidade e podem levar ao rompi-
mento de membranas deste tipo celular anucleado, que
também ndo possui organelas e mitocondrias (AN et al.,
2015). As analises dos efeitos citotdxicos in vitro realiza-
das com base no potencial hemolitico e anti-hemolitico
apresentam a percentagem de hemolise definida por
Rangel et al. (1997) como toxicidade baixa (0 a 40%),
moderada (40 a 80%), e alta, quando o percentual estiver
acima de 80%.

Através de estudos fitoquimicos, em diferentes
espécies do género Pavonia, foram isolados compostos
biotativos, como alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos e terpenoides (CHAVES, 2016). Além disso,
estudos farmacoldgicos revelaram diversas proprieda-
des bioativas e baixo efeito citotdxico, por exemplo: P.
distinguenda, potencial antibacteriano e antineoplasico
(MARASCIULO et al., 2006); P. varians, tratamento de
infec¢cbes do aparelho digestivo (SOUSA, 2021). Assim
sendo, o baixo efeito citotéxico dos produtos EEB-Pg
e FC-Pg da espécie P. glazioviana sdo semelhantes aos
de outras espécies do género Pavonia, apesar de que o
efeito do EBB-Pg foi limitado as concentragbes de 50 e
100 pg/mL.

Segundo Oliveira (2019) a espécie P. glazioviana é rica
em compostos flavonoides, incluindo quercetina, canferol,
acacetinae e 5,7-dihidroxi-3,8,4’-trimetoxi. Contudo, seu
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o potencial terapéutico é pouco investigado, com escassez
de dados na literatura sobre estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos.

Os resultados obtidos pelo ensaio hemolitico e
anti-hemolitico evidenciaram pouca diferenca entre
as substancias testadas em espécies pertencentes a
familia Malvaceae e os tipos sanguineos utilizados (A,
B e 0). Entretanto, a variacdo do grau de lise celular,
mesmo que discreta, mostra uma tendéncia de melhor
interacdo entre os extratos avaliados e a porgdo anti-
génica das hemadcias. Os monossacarideos especificos
na superficie da membrana eritrocitaria sdo: tipo A
(N-acetilgalactosamina), tipo B (D-galactose), tipo AB
(possui ambos os antigenos) e o sorotipo O, que ndo
possui nenhum antigeno em sua superficie (VAN GINKEL;
SEVANIAN, 1994).

Extratos vegetais com elevado percentual de molé-
culas bioativas como os flavonoides e que relatam baixo
efeito citotoxico sdo fonte promissora para investigacdao
de potencial terapéutico. Tendo em vista que, os flavo-
noides possuem uma conformacdo estrutural que facilita
os processos de metabolizacdo das moléculas, sequestro
de radicais livres e inibicdo de enzimatica in vivo, se tor-
nam produtos para alvos terapéuticos (YE et al., 2019).

As células da mucosa oral sdo modelos importan-
tes para a avaliacdo de danos no DNA por se tratar
da primeira barreira contra substancias tdxicas e
mutagénicas. A analise de genotoxicidade utilizando
essas células confere muitas vantagens, a saber: alvo
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primdrio de exposi¢cdo, obtencdo minimamente invasi-
va, monitoramento de populagdes expostas a agentes
genotodxicos, e permite fazer associagdes entre o estilo
de vida (HOLLANDA, 2008).

As alteragdes cromossOmicas que relatam a presenca
de macronucleos estdo mais ligadas a atividade celular,
na qual o processo de divisdo pode ser desencadeado por
algum agente, entretanto ndo ha interagdo ou relagdo
significativa com o DNA (FERNANDES et al., 2013).

Por outro lado, a ocorréncia de caridlise € uma altera-
¢do nuclear com toxicidade significativa. Segundo Tolbert et
al. (1991) e Hollanda (2008) é indicativa de necrose e esta
relacionada com a morte celular por eventos citotoxicos,
ocorrendo com frequéncia em processos inflamatérios.

Os produtos oriundos das espécies pertencentes a
familia Malvaceae como P. glazioviana revelaram ter bai-
X0 potencial genotoxico ex-vivo. As principais alteracoes
celulares encontradas foram binucleagdo, macronucleo e
cariolise. Em compostos fendlicos e flavonoides isolados
de extratos de P. xanthologea, outra espécie do género
descrito no presente estudo, foram observadas atividades
antineoplasicas (MOSTARDEIRO et al., 2014) corroboran-
do os dados encontrados neste estudo.

Além disso, estudos farmacolégicos com extratos
vegetais em outras espécies de Pavonia revelaram pro-
priedades bioativas, como: P. distinguenda, potencial anti-
bacteriano e antineoplasico em tumores de prostata (MA-
RASCIULO et al., 2006); P. varians, tratamento do aparelho
digestivo (LEAL, 2018); e P. odorata, agdao antioxidante
(RAJALAKSHMI; VADIVEL; PUGALENTHI, 2016).

CONCLUSAO

Os parametros avaliados mostram que os compostos
obtidos de P. glazioviana apresentaram baixo potencial
citotéxico e genotdxico. Os compostos EEB-Pg e FC-Pg
mostraram baixo efeito citotéxico nas concentragées
de 50 e 100 pg/mL, enquanto as demais concentragdes
(500 e 1000 pg/mL) revelaram indice hemolitico de alto
a moderado, com lise celular superior a 60%. O efeito
anti-hemolitico moderado foi observado em todas as
amostras avaliadas nas concentragdes de 500 e 1000 pg/
mL, com hemolise < 60%. Além disso, os compostos ava-
liados possuem baixo potencial genotoxico ex-vivo, com
indice geral de células normais superior a 84%, mesmo em
concentragdes mais elevadas (1000 ug/mL). Dessa forma,
estes compostos revelam ser promissores candidatos para
futuras andlises de bioatividade no desenvolvimento de
novos farmacos oriundos de produtos naturais.
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