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RESUMO

As flores de Hibiscuss sabdariffa sdo utilizadas na prevengdo e tratamento de doencas. Suas
flores sdo encontradas in natura, utilizadas para consumo em cha; e industrializada, ingeridas
como produto farmacéutico acrescidos de aditivos excipientes. A utilizacdo de excipientes €
polémica em razao de serem poucos os estudos de avaliacdo de toxicidade sobre esses aditivos.
Assim, torna-se relevante a avaliacdo do potencial toxico de produtos aditivados por tais
compostos. Dessa forma, objetivou-se avaliar, em células meristematicas de raizes de A/lium
cepa, nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas, o potencial citotoxico e genotoxico de flores de
hibiscus em ché nas concentragdes 0,10; 0,20 e 0,40 g/mL; e industrializadas, oriundas de
laboratorios farmacéuticos, identificados como A e B, nas concentragoes 0,15; 0,30 ¢ 0,60
g/mL. Também se comparou a toxicidade obtida entre as formas de hibiscus analisados. A partir
dos resultados obtidos, verificou-se que as trés concentragdes de chd da planta ndo foram
citotoxicas e nem genotoxicas as células meristematicas de raizes de 4. cepa. No entanto, as
trés concentragdes de hibiscus referentes a LF B, bem como as trés de LF A, foram citotoxicas
e genotodxicas aos meristemas de raizes, respectivamente. Verificou-se diferenca de toxicidade

celular entre o hibiscus in natura e os aditivados.

Palavras-chave: Hibiscus, excipientes, divisdo celular, alteracdes celulares, tecido

meristematico.
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ABSTRACT

The flowers of Hibiscus sabdariffa are used in the prevention and treatment of diseases. Its
flowers are found in natura, used for consumption in tea; and industrialized, ingested as a
pharmaceutical product plus excipient additives. The use of excipients is controversial because
of the few toxicity evaluation studies on these additives. Thus, it is relevant to evaluate the toxic
potential of products added by such compounds. The aim was to evaluate the cytotoxic and
genotoxic potential of hibiscus flowers in tea at concentrations of 0.10, in meristematic cells of
Allium cepa roots at 24- and 48-hour exposure times; 0.20 and 0.40 g/ml; and industrialized,
from two different pharmaceutical laboratories, identified as A and B, at concentrations of 0.15;
0.30 and 0.60 g/ml. The toxicity between the hibiscus forms analyzed was also compared. From
the results obtained, it was verified that the three tea concentrations of the plant were neither
cytotoxic nor genotoxic the meristematic cells of roots of A. cepa. However, the three
concentrations of hibiscus for LF B, as well as the three of LF A, were cytotoxic and genotoxic
to the root meristems, respectively. There was a difference in cellular toxicity between hibiscus

in natura and the supplemented.

Keywords: Hibiscus, excipients, cell division, cellular alterations, meristematic tissue.
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INTRODUCAO

A Hibiscus sabdariffa L. (Familia Malvaceae), planta originaria da India, Suddo e Malasia, ¢
conhecida popularmente no Brasil como hibiscus, azedinha, azeda-da-guiné, caruru-azedo e
vinagreira. E classificada como um arbusto perene, em média com 3 m de altura, usada como
fonte alimentar para ruminantes e também como matéria-prima para a producdo de papel e
tecido na industria. Na medicina, suas flores sdo amplamente utilizadas como diurético
antimicrobiano e antioxidante, e no tratamento de desordens gastrointestinais e infecgdes
hepaticas (MACEDO et al., 2017).

As flores de hibiscus sdo constituidas por altas concentragdes de compostos fendlicos, acidos
organicos, esteroides, terpenoides, polissacarideos e minerais. Dentre os compostos fenolicos
reportados na literatura, as antocianinas glicosiladas sdo as mais abundantes, e consideradas os
principais constituintes biologicamente ativos desta planta (JABEUR et al., 2015). Tais flores
configuram-se entre os fitoterapicos mais consumidos no Brasil, sendo utilizadas na forma in
natura, encontrados em ervanarios ¢ hortos medicinais; ¢ na forma industrializada, como
produto farmacéutico, comercializado em drogarias e provenientes de diferentes laboratorios
farmacéuticos (BARROS et al., 2015)

Como procedimento padrdo, produtos farmacéuticos naturais, como as flores de hibiscus,
durante a industrializacdo sdo aditivados por compostos quimicos excipientes, que sao
microingredientes inativos destituidos de atividades terapéuticas e adicionados
intencionalmente. Estes ingredientes t€ém a finalidade de tornar, entre outras caracteristicas,
estes produtos palativeis e protegidos da acdo de microrganismos indesejaveis
(VASCONCELOS et al., 2012;). Dentre os aditivos excipientes extensivamente utilizados pelos
laboratérios farmacéuticos estdo os conservantes, corantes, aromatizantes, edulcorantes,
espessantes, emulsificantes e estabilizantes (ARAUJO; BORIN, 2012). De acordo com Barros
et al. (2015), a escolha de um excipiente, bem como sua concentracdo, para um mesmo produto
farmacéutico, natural ou sintético, varia conforme o laboratério farmacéutico que o fabrica.
No entanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em seus regulamentos
técnicos, declara que os excipientes de agdo aromatizante, edulcorantes, antiumectante e
acidulantes, apesar de liberados para uso, suscitam uma série de davidas quanto aos seus
potenciais efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos. Destaca ainda, a relevancia e
preméncia na realizagdo de pesquisas que avaliem os efeitos citotoxicos e genotoxicos de
produtos aditivados com tais microingredientes artificiais (BRASIL, 1996; BRASIL, 2007).
De acordo com Konishi et al. (2012), Moura et al. (2016), Carvalho et al. (2016), Bezerra et al.
(2016) e Sales et al. (2017), os efeitos adversos observados a partir destas avaliagdes sdo de

grande relevancia, uma vez que, sdo importantes parametros na elabora¢do e/ou modificagao
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de documentos que normatizam o uso de excipientes pelas industrias.

Os Dbioensaios vegetais sdo considerados apropriadamente sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos toxicos em nivel celular de compostos quimicos (CARITA;
MARIN-MORALES, 2008; CAMPOS-VENTURA; MARIN-MORALES, 2016). Dentre ¢les,
os meristemas de raizes de Allium cepa L. (cebola) sdo considerados no meio cientifico um
eficiente ensaio para o scrennig inicial da toxicidade genética de compostos quimicos em razao
de apresentarem nimero cromossdmico reduzido (2n=16), o que favorece a detec¢do de
alteracdes de fuso mitdtico ou aneugénicas, e de disturbios no indice proliferagdo celular
(NEVES et al., 2014). Ademais, ¢ um sistema aceito internacionalmente por agencias de
pesquisa como um instrumento de avaliagdo de acurada sensibilidade para analise da
citotoxicidade e genotoxicidade de substincia de interesse, uma vez que, os resultados obtidos
por intermédio dele demonstram, em grande parte das vezes, similaridade satisfatoria a aqueles
obtidos via sistemas testes animal ¢ em culturas de células (HERRERO et al., 2012; LACERDA
et al.,, 2014; CAMPOS-VENTURA; MARIN-MORALES, 2016; MOURA et al., 2016,
SANTANA et al., 2016).

Assim, com base no contexto abordado, foram objetivos do presente estudo avaliar, por meio
das células meristematicas de raizes de A. cepa, o potencial citotoxico e genotoxico de flores
de H. sabdariffa nas formas in natura e industrializadas, e verificar se possuem toxicidade

diferente entre si.
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REFERENCIAL

TEORICO

O uso de plantas medicinais tem sido um costume na nossa sociedade sendo utilizada para
prevencao de doencas, desde os primordios da civilizagdo, € os paises em desenvolvimento tém
usado estas plantas durante séculos como um tratamento alternativo para problemas de saude
(FACCIN et al., 2016). Para a Organizacdo Mundial de Satide - OMS planta medicinal é:
“qualquer planta que possui, em um dos Orgdos ou em toda planta, substancias com
propriedades terapéuticas ou que sejam ponto de partida na sintese de produtos quimicos ou
farmacéuticos” (OMS, 2017). Outra forma de utilizacdo das plantas se da por meio dos seus
extratos, denominados de fitoterapicos, obtidos dos principios ativos da droga vegetal e se
apresentam no mercado na forma de comprimidos ou capsulas que podem ser manipulados ou
industrializados (PERREIRA, 2013).

No Brasil ¢ notavel a difusdo do uso de plantas medicinais, onde grande parte da populagdo
utiliza-se desse conhecimento, muitas vezes de forma indiscriminada, mostrando-se resistentes
em acreditar que até mesmo tais vegetais podem apresentar perigo potencial de reagdes adversas
e efeitos toxicos ao organismo. (MENDIETA et al., 2014). A maioria das plantas usadas com
esse fim apresenta em sua composicdo flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos e esterois,
dentre outras substancias quimicas, que podem ser potencialmente toxicas (MALAQUIAS et
al., 2014).

Em razdo desse pensamento, muitos individuos acabam recebendo atendimento médico
decorrente do uso abusivo de chas ou de misturas contendo variadas espécies de plantas
(MENDIETA et al., 2014). O uso desses recursos naturais ¢ uma pratica milenar, da qual o
homem ¢ o protagonista, ultrapassando todos os obstaculos do processo evolutivo e chegando
até os dias atuais, sendo aplicada a toda populagdo mundial (SALVI; HEUSER, 2008). Segundo
dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo de paises em
desenvolvimento utilizam-se de praticas tradicionais na atencdo primdria a saude e, desse total,
85% fazem uso de plantas medicinais (Rosa et al., 2011).

E incontestavel que produtos naturais com agdes terapéuticas, como frutos, folhas, caules e
raizes, sdo de grande importancia na amenizagao e/ou cura de doengas para as mais diferentes
populagdes em todo o mundo (FEITOSA et al., 2016). No decorrer dos tempos pesquisas
cientificas e tecnoldgicas foram sendo realizadas em relagdo as plantas medicinais utilizadas na
sua forma bruta ou através de extrato. Com isso, estas passaram a ser objeto de estudo biolédgico,
quimico contribuindo para a amplia¢do de uma terapéutica moderna (PEREIRA, 2013).
Entretanto Indicacdes terapéuticas s6 podem estar vinculadas aos produtos registrados como
fitoterapicos, quando estes forem denominados novos alimentos ou drogas vegetais, levando

em conta a seguranc¢a da eficicia que garante a qualidade e constancia da sua reproducgdo
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(BRASIL, 2014). Fitoterapicos sdo produtos obtidos de matéria-prima ativa vegetal, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento
fitoterapico e produto tradicional fitoterapico, podendo ser simples, quando o ativo ¢
proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto (BRASIL, 2014). Sendo
assim o tratamento com medicamentos deve ser feito sob orientagdes especificas e com muitos
cuidados, devido aos inumeros riscos 4 saude gerados pelos efeitos adversos dos farmacos,
disponiveis no mercado (Bernardes, et al 2014).

O processo de comercializagdo, producao e vinculacdes de propriedades funcionais e indicagdes
terapéuticas para produtos de origem vegetal em territorio nacional devem estar de acordo com
a legislagdo vigente e as normas de seguranca qualidade e eficacia estabelecidos pela
(ANVISA) (BRASIL, 2014).

Na medicina, a fitoterapia ndo ¢ considerada uma especialidade, entretanto, dentre os
profissionais habilitados a prescrever fitoterdpicos estdo somente cirurgides dentistas,
farmac€uticos e nutricionistas que possuem a legislacdo especifica para reconhecer e
regulamentar a prescrigao de fitoterapicos (CFO, 2008; CFF, 2011; CFN, 2013). Nacionalmente
destaca-se a variedade sabdariffa L., com célice vermelho que possui varias funcionalidades,
pode ser consumido tanto na alimenta¢do humana como ingrediente nas preparacdes culinarias,
bem como medicamento na medicina funcional e oriental (ROCHA et al.,2014).

A Hibiscus sabdariffa é uma planta medicinal pertencente a familia Malvaceae podendo ser
encontrada principalmente na india ou na Arabia Saudita (Figural). Conhecida popularmente,
como azedinha, azeda-da-guiné, caruru da-guiné, cha-da-Jamaica, pampolha, Pampulha,
quiabeiro-azedo, quiabo-azedo, quiabo-de Angola, quiabo-réseo, quiabo-roxo, rosélia e
vinagreira (RAMOS, 2011). Seu cultivo ¢ observado tanto no clima tropical quanto em
subtropicais (ROCHA et al, 2014). Esta planta ¢ um arbusto perene de ciclo anual que possui
cerca de 2 a 3 m de altura (RAMOS, 2011). Existem catalogadas cerca de 300 espécies desta
familia, variadas de ervas anuais ou perenes, arbustos ou arvores (ROCHA et al., 2014;

ESTEVES et al., 2014).
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Figura 1 - Planta Hibiscus

Fonte: ROSA, 2013.
Seus calices possuem um formato de taga vermelha, de caule arroxeado, com folhas alternando
de verde a roxo, e flores solitarias, axilares que duram cerca de um dia (SOBOTA et al, 2016).

O fruto (Figura 2) possui cerca de 2 cm de comprimento e abriga sementes (ROSA, 2013).

Figura 2 - Morfologia do fruto do Hibiscus

Calice

Fruto com sementes

Caliculo ou
Pequeno Calice

Fonte: Rosa, 2013

Estudos apontam que a H. sabdariffa possui alto teor de 4cido ascorbico, vitamina A e licopeno
(ROSA, 2013), ions de s6dio e de Ferro (IYARE et al., 2010); polissacarideos, pectinas
mucilaginosas (LINARES et al.,, 2015); polifénois como: 4acidos organicos, acidos
protocateicos, taninos € compostos fenolicos. A pectina ¢ um oligossacarideo e polissacarideo,
destacando-se na fitoquimica por apresentar em sua constitui¢do o acido galacturdnico, assim
sendo seu alto indice de pectina total confere a planta um alto nivel de conservacao do fruto
pos-colheita, além de também atuar na textura material da planta (Souza et al., 2014). Na

medicina antiga seu extrato ¢ efetivo em varios tratamentos (IYARE et al, 2010).
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No campo cientifico a planta apresenta varios efeitos terapéuticos, como hepatoprotetor,
mostrando alteracdes bioquimicas e histoldgicas em ratos que possuiam diabetes mellitus
(ADEYEMI et al, 2014); melhora a diminui¢do da acumulagdo lipidica induzida pelo figado,
na obesidade (HUANG et al, 2015); atividade antioxidante, anticolesterol (RAMOS, 2011);
anti-hipertensivo agindo como vaso dilatador no musculo liso vascular (MICUCCI et al, 2015);
antibacteriano (ROCHA et al, 2014); Sendo Droga promissora para o combate do virus
influenza (BAATARTSOGT et al, 2016); além de possuir grande potencial em células
antitumorais (FORMAGIO et al., 2015). Culturalmente ¢ utilizado como diurético, para o
tratamento de desordem intestinal e antipirético (ROSA, 2013).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da portaria n°- 519 de
1998 (BRASIL, 1998) consideram que as flores do hibisco podem ser consumidas em formas
de chas, preparadas por infusdo e decoccdes. Cha ¢ a segunda bebida mais consumida no
mundo, e o cha feito das flores do hibisco (H. sabdariffa) ¢ apreciado pelas suas flores e suas
supostas qualidades medicinal. Estudos comprovaram que o preparado feito em dgua quente
favorece a extracdo de compostos fenolicos e dos flavonoides, consequentemente influenciando
na atividade antioxidante dos extratos (PRENESTI et. al., 2007; SINDI; MARSHAL;
MORGAN, 2014). Suas preparagdes comerciais de concentrados sdo comumente encontradas
como fluido ou poé para producdo de bebidas instantaneas tisanas. (ROCHA, 2014).

O cha a partir do célice da flor contém polissacarideos em boas quantidades, agucares como
glicose e frutose, além de ser rico em calcio, magnésio, adcidos como tartarico, succinico,
malico, oxalico, citrico além de ferro e vitaminas A e C e quantidade significativa de fibras
alimentares (EMBRAPA, 2011). Uma boa alternativa terapéutica para o tratamento de
obesidade sdo os fitoterapicos, e dentre os quais, a populagdo tem procurado infusos compostos
de 7e 30 ervas, que apesar de serem naturais nio sdo isentos de riscos, sendo importante avaliar
a toxidade dessas preparacdes (SILVA, 2013). Entretanto os medicamentos naturais sao
constituidos de varios compostos quimicos a base de excipientes, que tem por finalidades
prevenir as alteragdes, retificar e/ou melhorar as caracteristicas organolépticas,
biofarmacotécnicas e tecnologicas do medicamento, além de garantir a permanéncia e a eficacia
do produto por determinado tempo (BALBANI, 2006).

De acordo com Araujo; Borin (2012), os excipientes em geral sdo compostos heterogéneos, dos
quais agem separadamente como moléculas simples ou em conjunto de misturas de complexos
naturais, sintéticos e semissintéticos, que na sua maioria apresentam certa probabilidade de
ocasionar efeitos adversos as suas propriedades.

Dentre as classes de excipientes sintéticos extensivamente utilizados para estes fins estdo os
conservantes, corantes, aromatizantes, edulcorantes, estabilizantes e antiumectantes (MOURA
et al., 2016). Os conservantes sdo complexos quimicos que sdo adicionados aos medicamentos

durante a sua fabrica¢do com o objetivo de impedir o crescimento de microrganismos, evitando
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assim a sua deterioracdo provocada por fungos (fungistatica) e bactérias (bacteriostatica), estes
sdo designados para o uso por meio de cardter eliminatério juntamente com base no
regulamento do uso de substancias com conservantes permitidos (HAYWOOD; GLASS,
2011). Além de serem incolores, inodoros, hidrossoluveis e terem amplo espectro de acao,
usados geralmente em concentracdes de 1% que ndo ultrapassem composi¢ao do medicamento
(ARAUJO; BORIN, 2012).

De acordo com Barros; Barros (2010), a classificacdo dos corantes artificiais, também
chamados de sintéticos, leva em consideracdo a estrutura quimica de suas moléculas. A maioria
destes corantes vem da anilina, nome genérico daquele corante liquido que se encontra
facilmente no supermercado nos tons azuis, laranja, amarelo ou vermelho, e que ainda ¢ muito
utilizada para dar cor ao agucar cristal e aos doces em geral.

No Brasil, conforme explicam Barros; Barros (2010), os corantes artificiais autorizados sao
classificados nas seguintes categorias: corante azo; corantes trifenilmetanos; corantes
indigobides; e, corantes xanteno. Os corantes naturais sdo derivados de plantas ou animais e os
corantes artificiais sdo sintetizados em laboratorio (BALBANI, 2006).

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

Os antioxidantes como excipientes farmacéuticos sdo usados na protecdo da formulacio de
qualquer processo oxidativo, sua principal fungdo ¢ impedir ou prolongar processos oxidativos
dos farmacos, contudo alteram a funcdo dos demais excipientes presentes nas formulagdes
(GONCALVES, 2016).

Segundo Aratijo e Borin (2012) os antioxidantes mais usados frequentemente na industria
farmacéutica e de alimentos sdo os sulfitos (sulfito de sddio, metabissulfito de potassio,
metabissulfito de sodio, bissulfito de potassio e bissulfito de s6dio, 0o BHA e o BHT), estes sao
0s principais responsaveis por inumeras reagoes adversas ligadas a medicamentos. Outra
substancia utilizada na produgdo de alimentos, bebidas e formulag¢des farmacéuticas sdo os
edulcorantes ou adogantes, estes proporcionam um sabor doce aos produtos.

Na industria farmacéutica os edulcorantes sdo empregados em medicamentos liquidos e
mastigaveis devidos apresentarem sabor normalmente desagradavel, os principais adogantes
utilizados com esse fim, a sacarose € 0s seus substitutos artificiais, tais como sorbitol, sacarina,
ciclamato, aspartame e lactose (GONCALVES, 2016). A sacarose além de conservante ¢

antioxidante que melhora a viscosidade dos medicamentos liquidos, no entanto este composto
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apresenta algumas desvantagens como a cristalizacdo durante a estocagem do medicamento e
ndo podem ser usados por pessoas com intolerancia a lactose, devido o sabor adocicado.

Os aromatizantes sdao substancia que apresentam propriedades odoriferas que sdo capazes de
verificar ou intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos (SALES et al., 2017). Estes podem
ser naturais ou artificiais, os naturais sdo extraidos de plantas (6leos essenciais) e sabores
naturais de frutas, ja os artificiais sdo aqueles que apresentam alcoois aromaticos, aldeidos,
balsamos, fendis, terpenos, etc (BALBANI, 2006).

A toxicidade causada pelos excipientes pode ocorrer em toda a populacdo ou em grupos
especificos. Na populacdo em geral, a toxicidade ¢ devida ao excesso da dose desses compostos,
o que pode causar imunotoxicidade, alergia e intolerdncia. J4 em grupos especificos, a
toxicidade pode ser devida a presenca de doencas cronicas, a predisposi¢cdo genética ou a idade
dos pacientes (Tonazio et al,2011).

Em vista das diferentes fungdes dos excipientes nos medicamentos, Gongalves (2016), mostra
que as segurancas destes estdo relacionadas com as interagdes fisicas e quimicas e com a
toxicidade dos mesmos, pois mesmo em concentracdes baixas eles apresentam a capacidade de
iniciar, propagar ou participar das interacdes fisicas ou reagdes quimicas da formula
farmacéutica, o que pode desestabilizar ou degradar a forma do farmaco.

Na atualida, hd um grande debate com relacdo a seguranga dos conservantes quimicos, devido
seu consumo serem associados a processos carcinogénicos e tetra génico e toxicidade residual
(ORTEGA-RAMIREZ et al., 2014). Posto isto ¢ necessario que estas substancias sintéticas
farmacoldgicas antes de chegarem ao comércio, passem por um processo de investigacao
quanto ao nivel de riscos que possam vir a apresentar.

Ao longo dos anos varios modelos de testes vém sendo desenvolvidos, como métodos de
avaliagdo, estes podem detectar o potencial risco citotoxico / genotdxico no organismo, onde a
citotoxica ¢ basicamente medida pela taxa de crescimento celular e pode ser observada
microscopicamente (FIGUEREDO, 2014).

Sendo assim o sistema teste 4. cepa ¢ amplamente utilizado na detecgdo dos efeitos citotoxicos
presentes em plantas medicinais e seus derivados, as alteragdes cromossdmicas observaveis nas
plantas por meio deste teste, muitas vezes estao relacionados a presenca de agentes mutagénicos
na sua composi¢ao ou ao proprio metabolismo da planta (BAGATINI et al., 2007).

Ancia e Romao, (2016) diante de seus estudos de avaliagdo citotoxica e mutagénica da espécie
Uncaria tomentosa retrata que o sistema teste 4. cepa € bem aceito para estudo de efeitos
citotoxicos de plantas medicinais, uma vez que as raizes meristematicas ficam em contato com
a substancia testada, permitindo assim analises de divisdo celular e de indice mitdtico em varias
concentracoes.

Assim observado, dentre os testes, o teste de A//ium cepa é considerado uma ferramenta pratica

para a pesquisa basica do potencial genotoxico e citotoxico de produtos quimicos, tais como
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substancias complexas como extratos de plantas, dejetos industriais e dguas contaminadas,
particularmente gracas a sua elevada sensibilidade, baixo custo, rapidez, facilidade de

manipulagdo e da utilizagdo de amostras sem tratamento prévio (CUCHIARA et al., 2012).
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencgoes do fruto do Hibisco sabdariffa nas formas in natura e industrializado.

O Hibiscus sabdariffa L. (Familia Malvaceae) desidratado foi obtido na forma in natura e,
portanto, sem aditivagdo de excipientes artificiais, em um ervanario localizado na cidade de
Teresina, Piaui Brasil, especializado na comercializagdo de produtos naturais. Na forma
industrializada, o fruto do hibisco em po, foi adquirido em uma farmacia na cidade de Teresina,
Piaui, Brasil, representante de uma rede nacional de drogarias. Os produtos industrializados,
oriundos de dois laboratorios farmacéuticos (LF), foram discriminados na presente pesquisa de

A e B.

3.2 Determinacées das concentracdes do Hibisco sabdariffa para analise.

Para a determinagdo das concentragdes de hibiscus a serem analisadas quanto a toxicidade em
nivel celular, utilizou-se como parametro de defini¢do a forma de preparo e ingestdo indicada
nos rotulos de cada produto, in natura e industrializada. Para o produto in natura recomendava-
se o preparo de cha a partir de 200 g de flores para um litro de dgua fervente. Assim, as
concentragdes definidas para andlise do cha foram: 0,10; 0,20 e 0,40 g/mL. Para os dois
produtos industrializados, recomendava-se ingerir 60 g de flores em p6 diluidas em 200 mL de
agua, definindo-se para andlises as concentragdes 0,15; 0,30 e 0,60 g/mL. Para o preparo de

todas as concentragdes utilizou-se agua destilada.

3.3 Testes de citotoxicidade em células meristematicas de raizes de Allium cepa

Para a realizagdo das andlises de toxicidade, incialmente, bulbos de cebolas foram colocados
em frascos aerados com agua destilada, a temperatura ambiente (£ 27°C), até a obtencdo de
raizes de 2,0 cm de comprimento. Para andlise de cada amostra de hibiscus estabeleceu-se um
grupo experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a
suas respectivas amostras de hibisco (tratamentos), algumas raizes foram coletadas e fixadas
para servirem de controle do proprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram postas em
seus respectivos tratamentos por 24 horas, procedimento denominado de tempo de exposi¢ao
24 horas.

Apo6s 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as raizes
restantes de cada bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde permaneceram
por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposicao 48 horas. Apds este periodo,
raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicdo 24 e 48 horas foram
escolhidos com o intuito de avaliar a agdo dos Hibiscos em mais de um ciclo celular. A fixacao

das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: 4cido acético) por 24 horas. Em cada coleta, retiraram-
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se, em média, trés raizes por bulbo.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra;
Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x. Para cada bulbo de
cebola analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle, tempo de
exposicao 24 horas e tempo de exposicao 48 horas de cada grupo tratamento em anélise. Assim,
para cada concentragdo de hibisco analisou-se um total de 15.000 células. Foram observadas
células em interfase, profase, metafase, anafase e telofase. A partir desta andlise determinou-se
o indice mitotico (IM) por meio da seguinte equagdo: (nimero total de células em mitose +
numero total de células analisadas) x 100. O valor de IM foi pardmetro para a determinacdo do
potencial citotdxico do hibisco sabdariffa nas formas analisadas

Foram contabilizadas células em interfase e em divisdo celular (Figura 3) e estabelecido o indice
mitdtico, que serviu como parametro para a determinacao da citotoxicidade. Ainda, avaliou-se
a genotoxicidade através da frequéncia de micronucleos, e de alteragdes aneugénicas ou de fuso
mitotico, como metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas, amplifica¢des génicas,
células com aderéncias, brotos nucleares e anafases multipolares. Os resultados obtidos foram

analisados pelo teste estatistico Qui-quadrado (y2) a 5% (AYRES et al., 2007).

Figura 3 - Principais fases da divisdo mitdtica
A. Célula em interfase. B. Célula em profase. C. Célula em metafase.

D. Célula em anafase. E. Célula em telofase.

—

cof &

Fonte: Sales, 2016.
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RESULTADOS E

DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados na Tabela 01, verifica-se que as trés concentragdes
analisadas dos chas de hibiscus, bem como as trés concentragdes analisadas do produto LF A,
nos tempos de andlises considerados, ndo causaram redu¢do estatisticamente significativa da
divisdo celular nos meristemas de raizes de A. cepa quando comparados aos indices mitdticos
obtidos para os seus respectivos controles. Assim, o cha e o medicamento LF A, nas condi¢des
de estudos estabelecidas, ndo foram citotoxicos ao bioensaio utilizado. Diferentemente, as trés
concentragdes analisadas do produto LF B, causaram, nas 24 e 48 horas de exposicao,
expressiva redu¢do da divisdo celular dos meristemas de raizes, quando confrontados aos seus
especificos tempo de analise Oh, mostrando-se potencialmente citotoxica (Tabela 1). A
citotoxicidade observada para LF B foi estatisticamente significativa quando comparada a
citotoxicidade obtida para a planta in natura e para LF A, considerando os respectivos tempos

de exposicdo entre os produtos analisados.

Tabela 1 — Indices mit6ticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa
expostos, por 24 e 48h, a trés concentragdes de chas de flores de Hibiscus sabdariffa nas
concentragdes 0,10; 0,20 e 0,40 g/mL, e aos dois produtos industrializados desta planta,

referidos como LF A e B, nas concentracdes 0,15; 0,30 e 0,60 g/mL. Para cada tratamento

foram apresentados os valores significativos de 2.

TE/IM
Hibiscus sabdariffa TR Oh 24 h 48 h
(g/mL)
0,10 17,12 18,42 15,92
Cha 0,20 16,12  17,1° 15,78

0,40 15,5 16,2° 15,8°
0,15 19,9 17,12 16,22
LF A 0,30 16,3° 18,3° 14,3°
0,60 19,0°  20,4° 15.3°
0,15 20,0° 4,0~ 12,4%
LF B 0,30 19,3*  8,5” 4,5”
0,60 19,72 7,3" 4,3”

TE: tempo de exposicao; IM: indice mitético; LF: laboratorio farmacéutico; TR: tratamento.
Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si pelo teste 2, ao nivel de 5%. Valores seguidos de asteriscos diferem
significantemente pelo teste x2 dos valores obtidos para o chd e para LF A, considerando os

mesmos tempos de exposi¢ao.
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Porém, apesar de ndo citotdxicas aos sistemas teste 4. cepa, todas as concentragdes referentes
aos hibiscos LF A promoveram, em niimero significativo, alteragdes celulares aos tecidos
analisados, mostrando-se potencialmente genotdxicas (Tabela 02). Diferentemente, o produto
LF B, que causou efeito inibidor acentuado na proliferagdo celular, ndo induziu alteragdes

celulares aos meristemas de raizes.

Tabela 2 - Tipos e namero de alteragdes celulares observados em tecidos meristematicos de
raizes de Allium cepa expostos, por 24 e 48h, a Hibiscus sabdariffa industrializado, nas
concentragdes 0,15; 0,30 e 0,60 g/mL, oriundo de um laboratorio farmacéutico, identificado

como LF A. Para cada tratamento foram apresentados os valores significativos de x2.

Hibiscus sabdariffa Concentragao
(g/mL) TE MC PAT MCN TAC
CO 00 00 01 012
0,15 24h 14 17 14 45?2
48h 10 13 13 36°
CO 00 00 01 012
LF A 0,30 24h 27 21 11 59°
48h 14 13 09 36°
CO 00 00 01 012
0,60 24h 19 07 23 49°
48h 13 13 04 30°

LF: laboratério farmacéutico; CO — Controle; TE — Tempo de Exposi¢do; MC — metafase C;
PAT: ponte anafasica/telofasica; MCN: micronucleo; TCA: Total de alteracdes celulares.
Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento ndo diferem

significativamente entre si pelo teste 2, ao nivel de 5%.

De acordo com Herrero et al. (2012), indices mitoticos significativamente inferiores aos indices
dos seus respectivos controles, como os obtidos para LF B (Tabela 1), podem indicar a presenga
de agentes cuja acdo toxica compromete o crescimento € o desenvolvimento dos organismos
expostos. Ainda, tais autores declaram que a inibi¢do da proliferagdo celular desencadeada por
compostos citotéxicos em tecidos de intensa proliferacdo celular e com desempenho normal,
como os utilizados nesta pesquisa, ¢ bastante prejudicial ao organismo por inibir ou limitar a
reposi¢do de células, alterar a producdo de proteinas e resultar no mau funcionamento do érgao
onde esta localizada.

Ainda, Sales et al. (2016) sugerem que a inibi¢ao drastica da divisdo em tecidos normais, como
a observada na presente pesquisa para este produto, pode ocorrer pela acdo de agentes que
afetam a integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativo desarranjo
cromossdmico. Ao considerar que o principio do ciclo celular ¢ a formagao de células idénticas,

a producdo de novas células com alteracdo significativa na estrutura e/ou no numero
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cromossOdmico tornam o funcionamento celular inviavel e tendem a ser eliminadas de tecidos
com desempenho normal, o que pode acarretar efeito antiproliferativo significativo. Tal
condi¢ao pode ser sugerida para explicar o resultado de citotoxicidade frente a ndo inducdo de
alteracdes celulares observada no presente estudo para os produtos LF B.

Ademais, de acordo com Leme; Marin-Morales (2008), a presenca expressiva de alteragdes de
fuso mitotico, como as observadas aqui pela acdo das concentracdes dos hibiscos
industrializadas LF A (Tabela 02), sdo consideradas como um importante parametro de
genotoxicidade de compostos ou substincias de interesse. E importante mencionar que, de
acordo com Queiroz et al. (2015), ha sempre correlagdo positiva entre a frequéncia de alteragdes
celulares e o desenvolvimento de cancer em mamiferos.

Conforme citado anteriormente, produtos farmacéuticos naturais, como os H. sabdariffa
industrializados avaliados nesta pesquisa, contém em sua formulagdo aditivos excipientes
artificiais. No entanto, ndo ha discriminado nos rétulos desses produtos, € nem na literatura
cientifica, quais excipientes haviam sido utilizados em suas confecgdes. A partir dos resultados
obtidos, apesar de preliminares para esta planta quanto a tematica abordada, mostram que a
composi¢do e/ou concentracdo de aditivos excipientes utilizadas sdo diferentes nos dois
medicamentos industrializados analisados. Também houve diferenca de toxicidade, nas
condi¢des de estudo estabelecidas, entre o hibiscus nas formas industrializadas e sua forma in
natura.

A seguir serdo relatados resultados de estudos de toxicidade em nivel celular de alguns dos
compostos excipientes mais comumente utilizados na formulagdo de produtos farmacéuticos e
de alimentos, segundo Moura et al. (2016), durante a industrializa¢do. Porém, ¢ importante
relatar que, com excec¢do dos corantes e conservantes, todos os microingredientes a serem
relatados foram insuficientemente avaliados, até a presente data, quanto aos seus potenciais
toxicos em nivel sistémico e celular.

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

Os trés corantes azoicos também demonstraram significativo efeito citotoxico e genotoxico as
células meristematicas de raizes de Allium cepa, uma vez que, causaram inibi¢ao da divisao
celular e induziram alteragdes celulares a este sistema teste (GOMES et al., 2013). Ainda,

Morrison et al. (2011) constataram que a Tartrazina, o Ponceau 4R e a Eritrosina tiveram
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potencial em promover alteracdes na divisdo celular em células da tiredide de roedores, em
funcdo de liberar uma grande quantidade de iodo no organismo destes animais. Sasaki (2002)
verificou que o corante eritrosina, em doses baixas e em tratamento agudo, foi altamente toxico
as células do estdbmago, cdlon e bexiga de ratos Wistar.

Quanto aos edulcorantes permitidos como excipientes encontra-se o aspartame, o ciclamato de
sodio, o acesulfame de potdssio e a sacarina sodica (VASCONCELOS et al., 2012;
COLORCON, 2010).

Van; Amorel (2015) verificaram por meio das linhagens celulares Caco-2 (células de colén),
HT-29 (células de colon) e HEK-293 (células de rim), que estes edulcorantes foram citotoxicos
e genotoxicos as células estudadas. Corroborando aos resultados destes pesquisadores, Sasaky
et al. (2002), através do teste do cometa, observaram que a sacarina sodica e o ciclamato de
sodio foram genotdxicos e mutagénicos as células de célon de roedores, reduzindo
significativamente a divisao celular do tecido analisado.

Em relacdo aos aromatizantes, os ingredientes de aroma e sabor utilizados em medicamentos
sdo somente os de fruta (BALBANI et al., 2006). Sales et al. (2017), Sales et al., (2016) e Moura
et al. (2016) avaliaram alguns destes aromatizantes e observaram que tais aditivos tiveram a
propriedade de induzir danos significativos ao fuso mitotico, e, consequentemente, a divisao
celular de células de sangue periférico humano, e foram genotoxicos a eritrocitos de tecido
sanguineo de camundongos, induzindo de forma expressiva a formacdo de células
micronucleadas na medula dssea dos animais tratados. J4 entre os constituintes quimicos
responsaveis em retardar a agdo de microrganismos, enzimas, assim como, de agentes fisicos
nos produtos farmacéuticos, estdo o benzoato de potéssio, benzoato de sodio e nitrato de potésio
(COLORCON, 2010), agentes conservantes que, segundo Zequin et al. (2011), foram
citotoxicos e genotoxicos a células normais de sangue periférico humano.

Os resultados de toxicidade em nivel celulares mencionados frente a alguns excipientes
corroboram aos resultados observados para os Hibiscus industrializados. Assim, os resultados
de citotoxicidade para o Hibiscus LF B, e os resultados de genotoxicidade para esta planta
referente LF A sinalizam a necessidade de se avaliar os produtos farmacéuticos de Hibiscus
quanto a toxicidade, assim como os excipientes presentes nestes produtos, em sistemas testes
mais complexos, como em animais, a partir de tratamentos com maiores tempos de exposi¢ao,

para verificagdo e aprofundamento dos resultados aqui obtidos.
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CONSIDERACOES

FINAIS

As trés concentragoes de cha de Hibiscos in natura analisadas ndo foram citotoxicas ¢ nem
genotoxicas as células meristematicas de raizes de 4. cepa. Porém, as trés concentracdes de
Hibiscus de LF B, bem como as trés de LF A, foram citotoxicas e genotdxicas, respectivamente,
aos meristemas de raizes.

Sendo assim com os resultados obtidos observamos a necessidade de se testar as concentragdes
analisadas em outros testes como o com animais, para um maior aprofundamento dos resultados
obtidos neste estudo. Visto que os resultados da acao do hibisco industrializado sobre as células
de A. cepa, sdo de grande importancia uma vez que os estudos sobre a toxicidade desses

produtos farmacéuticos, ndo sejam tao frequentes ou quase ndo existe.
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