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APRESENTACAO

A importancia da ciéncia ao longo dos tempos € indiscutivel. Suas inumeras
contribuicbes tém garantido avangos tecnoldgicos que favorecem as transformagdes na
relacdo do homem com o meio em que vive.

Na area farmacéutica nado é diferente, grandes descobertas tém possibilitado o
controle de epidemias, redugéo nos indices de mortalidade e aumento da vida média das
pessoas. Neste contexto, a situagéo vivenciada mundialmente nos convida a refletir sobre
a relevancia do papel da ciéncia na dinamica da vida das pessoas e da sociedade como
um todo.

A coletanea “Farmacia e Promog¢ao da Saude” representa um estimulo para que
pesquisadores, professores, alunos e profissionais possam contribuir com a ciéncia de uma
forma simples e objetiva. O fio condutor que une o conjunto de textos valoriza a dimensao
do conhecimento que emerge das ciéncias farmacéuticas. Estdo reunidas pesquisas de
areas como: tecnologia farmacéutica, farmacotécnica, cosmetologia, farmacognosia,
farmacologia, fitoterapia, controle de qualidade, toxicologia, microbiologia, dentre outros
assuntos de areas correlatas.

Mantendo o compromisso de divulgar o conhecimento e valorizar a ciéncia, a Atena
Editora, através dessa publicacao, traz um rico material pelo qual sera possivel atender
aos anseios daqueles que buscam ampliar seus estudos nas tematicas aqui abordadas.
Boa leitura!

lara Lucia Tescarollo
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CAPITULO 5

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E EM
NIVEL CELULAR DE HIBISCUS SABDARIFFA L.
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Brasil
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Farmacia e Promocgao da Saude 4

(MALVACEAE)

Marcia Maria Mendes Marques
Universidade Federal do Piaui-UFPI, Picos, Piaui,
Brasil

Lattes: http://lattes.cnpq.br/1673578415957204

RESUMO: As flores de Hibiscus sabdariffa
L. (Malvaceae) sdo amplamente utilizadas
como diurético, para tratamento de desordem
gastrointestinal, infecgdes hepaticas, febre,
hipertens&o e antioxidante. Medicamentos para
uso interno, tais como os produzidos da flor de
H. sabdariffa sdo aditivados por excipientes
quimicos durante a industrializagdo. Com
base nisso, o objetivo do trabalho foi avaliar a
citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade
e toxicidade aguda das flores de H. sabdariffa,
nas formas nao aditivada (desidratada e em po)
e aditivadas. Foi utilizado como sistemas testes
os bioensaios de Allium cepa e Artemia salina.
O teste em A. cepa mostrou que o cha das
flores desidratadas de H. sabdariffa e o produtot
industrializado pertencente ao fabricante A nao
apresentaram citotoxicidade e quando expostos
a substancia clastogénica ocasionou um
efeito protetor de danos e antimutagénico. O
produto do fabricante B, mostrou-se citotdxico
aos meristemas de A. cepa e associado a

substancia clastogénica potencializou seu
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efeito antiproliferativo, demonstrando também agdo mutagénica. A avaliagdo da toxicidade
aguda frente ao bioensaio Artemia salina mostrou que as concentragbes de H. sabdariffa
natural ndo apresentaram toxicidade e os produtos A e B apresentaram toxicidade. Esses
resultados apontam que a planta pode ser utilizada pela populagado para fins medicinais,
sendo necessario cuidado ao consumi-la na forma industrializada.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, genotoxidade, Artemia salina, Allium cepa,
compostos quimicos excipientes.

EVALUATION OF ACUTE AND CELLULAR TOXICITY OF HIBISCUS SABDARIFFA L.
(MALVACEAE)

ABSTRACT: The flowers of Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) has widely used as a diuretic,
for the treatment of gastrointestinal disorders, liver infections, fever, hypertension and
antioxidants. Medicines for internal use, such as developed from the H. sabdariffa flower
during industrialization are added by chemical excipient. Therefore the aim of this study was
to evaluate the cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity and acute toxicity of H. sabdariffa
flowers, in non-additive (dehydrated and powdered) and additive forms. Two bioassays were
performed: Allium cepa and Artemia salina. In A. cepa, flower in tea of H. sabdariffa and
product industrialized (A) were not cytotoxicity and when associated to clastogenic substance
showed a protective effect and antimutagenic. The product industrialized B were cytotoxic
to the meristemas of A. cepa and associated to the clastogenic substance its potentiated
antiproliferative effect, also showing mutagenic action. The evaluation of acute toxicity against
A. salina from flower in tea of H. sabdariffa were not toxicity and products industrialized (A
and B) were toxicity. These results suggest that the plant of H. sabdariffa can be used for
medicinal purposes, and for consuming in industrialized form is care needed.

KEYWORDS: Medicinal plants, genotoxicity, Artemia salina, Allium cepa, excipient chemical

11 INTRODUCAO

A Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) é uma planta originaria da india, Sudéo e
Malasia, utilizada na prevencgao e terapia alternativa de diversas patologias, principalmente
no tratamento contra excesso de peso (MUKHTAR, 2007). Suas flores sdo amplamente
utilizadas como diurético, para tratamento de desordem gastrointestinal, infec¢des
hepaticas, febre, hipertensédo e antioxidante (VIZZOTTO; PEREIRA, 2008). Apresentam
elevadas concentragdes de compostos fendlicos, acidos organicos, esteroides, terpendides,
polissacarideos e minerais. Dentre os compostos fendlicos, as antocianinas glicosiladas
sao as mais abundantes e consideradas os principais constituintes bioativos desta planta
(JABEUR et al., 2017).

Medicamentos produzidos a partir da flor de H. sabdariffa sao aditivadas por
compostos quimicos excipientes durante a industrializacdo (PESSANHA et al., 2012). No
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entanto, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) alerta que estes aditivos provocam
muitos questionamentos quanto aos seus potenciais efeitos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos (BRASIL, 2007).

Entre os diferentes testes que avaliam a citotoxidade de compostos, o uso de
meristemas de raizes de Allium cepa L. é considerado um eficiente teste para o screening
preliminar da citotoxicidade e genotoxicidade de compostos quimicos. O teste de Allium
cepa é considerado uma ferramenta util para a pesquisa basica do potencial genotdxico
e citotoxico de produtos quimicos, substancias complexas como extratos de plantas,
dejetos industriais e aguas contaminadas (CUCHIARA et al. 2012). Dessa forma, torna-
se relevante avaliar, por meio de bioensaios de avaliagao de toxicidade usando A. cepa,
a citotoxicidade e genotoxicidade das flores de hibisco e assim, garantir seguranca para
quem utiliza essas flores para tratar problemas de saude

Outro bioensaio, importante e eficaz na identificacdo de compostos bioativos, bem
como toxicidade aguda de compostos naturais, € o que utiliza Artemia salina Leach,
(1819). Por ser considerado um teste rapido e eficiente, € muito utilizado em estudos para
determinagao do potencial toxicoldgico de plantas.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a toxicidade aguda e a citotoxicidade; a
genotoxicidade e mutagenicidade das flores de H. sabdariffa nas formas natural e
industrializada, bem como investigar seu efeito antimutagénico frente a substancia

clastogénica paracetamol a 400mg/L.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de H. sabdariffa

As flores de H. sabdariffa desidratadas foram adquiridas em ervanario na cidade de
Teresina, Piaui, Brasil, especializado na comercializagdo de produtos naturais. As flore
em po6 na forma industrializada foram obtidas em uma farmacia do municipio de Picos,
Piaui, Brasil. Os produtos industrializados oriundos de dois laboratérios farmacéuticos

(LF) foram identificados como A e B.

2.2 Teste em Allium cepa

2.2.1 Concentragdes e grupos tratamentos

Para determinacao das concentragdes de H. sabdariffa, foi utilizado como parametro
a forma de preparo indicada nos rétulos de cada produto. Para o preparo da infusdo de
cha (extrato aquoso) foram utilizadas 20 gramas das flores desidratadas para um litro de

agua fervente, definindo-se para estudo as concentragdes: 0,02; 0,04 e 0,08 g.mL. Em
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relacao aos produtos industrializados referentes aos laboratérios A e B, a concentracao
sugerida nos rotulos é de 10 gramas de hibisco em p6 para 200 mL de agua e assim, as
concentragdes foram: 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL. A solugéo clastogénica utilizada foi preparada
com 400mg de paracetamol em 1 litro de agua (0,4 mg.ml"), (PINHO et al., 2010). Neste
estudo foram usados os seguintes tratamentos: Controle negativo — somente agua
destilada; Controle positivo — agua destilada associada a paracetamol a 0,4 mg.ml’;
Cha - flores desidratadas, extrato aquoso nas concentragdes de 0,02; 0,04 e 0,08 g.mL™";
Produto A — forma industrializada do fabricante A, extrato aquoso nas concentragdes de
0,05; 0,1 e 0,2 g.mL; Produto B — forma industrializada do fabricante B, extrato aquoso
nas concentragdes de 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL; Tratamento simultdneo — extrato aquoso
(flores desidratadas e forma industrializada- A e B) associado com paracetamol nas

concentragdes anteriormente descritas.

2.2.2 Obtengao das células meristematicas das raizes de A. cepa

Bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua destilada, a
temperatura ambiente (x 27°C), até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento.
Para analise de cada amostra (tratamento) foi estabelecido um grupo experimental com
cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas
amostras, algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio
bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram postas em seus respectivos tratamentos por
24 horas, sendo este procedimento denominado de tempo de exposicao 24 horas.

Apods 24 horas, algumas raizes foram tiradas 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.
Apods este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposi¢ao
24 e 48 horas foram escolhidos com o intuito de avaliar a agdo de H. sabdariffa desidratado
e industrializado em mais de um ciclo celular. A fixacao das raizes se deu em Carnoy 3:1
(etanol: acido acético) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por
bulbo.

2.2.3 Preparacéo e analise das laminas

As laminas, 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra e
Souza (2002), e analisadas em microscoépio éptico em objetiva de 400x. Para cada cebola
utilizada foi analisado 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle, tempo
de exposicao 24 horas e tempo de exposicdo 48 horas de todo tratamento em analise.
Assim, para cada concentragao da planta analisou-se um total de 15.000 células.

Para a avaliagao da citotoxicidade dos produtos de H. sabdariffa foram observadas e
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apurado o numero de células em interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase. A partir
desta analise determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte equagao: (numero
total de células em mitose / numero total de células analisadas) x 100. A genotoxicidade
foi avaliada através da frequéncia de alteragdes de fuso mitético e a mutagenicidade por
meio do numero de micronucleos observados.

2.3 Bioensaio em Artemia salina

2.3.1 Preparacéao das concentracoes

Foram usados 100 mg das flores desidratadas e dos produtos industrializados
referentes aos laboratérios A e B de H. sabdariffa para 100 ml de solugao de sal marinho
sintético. As solugdes obtidas foram mantidas em constante agitacdo para completa
homogeneizagdo. Ao final do processo obteve-se uma concentragdo de 1000 mg.L'de
cada produto. A partir dessa concentragao, foram realizadas diluicbes seriadas e obteve-
se as concentragdes de 500 mg.L", 250 mg.L", 125 mg.L' e 62,5 mg.L-". O controle foi
preparado utilizando apenas solucio salina para ter certeza de que a morte dos nauplios
seria provocada pela toxicidade dos compostos, € nao por falta de algum recurso durante

a realizacdo do teste. Os testes foram realizados em triplicata.

2.3.2 Eclosao dos cistos de A. salina

O teste de toxicidade frente A. salina foi realizado segundo o protocolo proposto por
Meyer et al., (1982) e Lima et al., (2018), com modifica¢des. Inicialmente, pesou-se 30 g
de sal marinho e diluiu-se em 1L de agua potavel para o preparo da agua salina, usada
para a eclosdo dos cistos e preparo das diluigdes. A agua foi mantida a temperatura
ambiente, sob agitagao e aeragao constante, com recepcéao de luz artificial de 100 W, em
equipamento fabricado de garrafa pet e acrescentado 0,3g de cistos de A. salina, que

permaneceram por um periodo de 48 horas até a eclosao dos nauplios (larvas).

2.3.3 Avaliacdo da toxicidade frente A. salina

Apés a eclosdao dos cistos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, as larvas de
microcrustaceos (n=10) foram transferidas para os tubos nos quais estavam presentes os
extratos em diferentes concentragdes (Figura 5). Os tubos foram deixados em temperatura
ambiente e sob iluminagdo por 24 horas. Apés esse periodo, foram contados o numero
de nauplios vivos e mortos. S6 foram considerados validos os testes nos quais o controle
apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10% da populacgao.
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2.4 Analise dos dados

Para a analise estatistica dos resultados obtidos no teste de toxicidade em A. cepa
foi utilizado o teste do Qui-quadrado (x?), p < 0.05. Em relagdo ao bioensaio frente a A.
salina, foi calculada a porcentagem de mortes em cada concentragao e controle. Através
de regresséo linear foi determinao a CL,, obtida da correlagé@o entre a porcentagem de

individuos mortos e a concentragao dos extratos aquosos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Testes em Allium cepa

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 1, verificou-se que as trés
concentracdes de cha das flores de H. sabdariffa e do produto A, em 24 e 48 horas,
nao causaram reducdo da divisdo celular nos meristemas de raizes de A. cepa quando
comparados aos seus respectivos controles (p<0.05), ndo sendo considerados citotéxicos.
No entanto, nas trés concentragdes do produto B, em 24 e 48 horas, houve significativ

reducao da divisao celular dos meristemas de raizes (p<0.05).

TE/IM
Hibiscus sabdariffa TR Oh 24 h 48 h
(mg/mL-)
0,02 18,2 19,6 16,7
Cha 0,04 15,3 16,8 13,5
0,08 16,5 17,5 14,3
0,05 17,0 16.1 15,2
Produto A 0,1 17.8 15.3 15,0
0,2 19,7 17.5 14,3
0,05 21,2 50 3.4
Produto B 0,1 19,9 9.5 5.4
0,2 18,7 7.3 48

Tabela 1 — indices mitéticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa expostos
por 24 e 48h a trés concentragdes de cha das flores de Hibiscus sabdariffa forma desidratada e dois
produtos industrializados (A e B). Para cada tratamento foram apresentados os valores significativos de

X

TE: tempo de exposicdo; IM: indice mitético; TR: tratamento. Valores seguidos de asteriscos diferem
significantemente pelo teste x2ao nivel de 5%. Fonte: Autora (2019).

Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentados o numero de células em interfase e em
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diferentes fases da divisdo celular, e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de

células meristematicas de raizes de A. cepa analisados no tratamento simultaneo, controle

negativo e controle positivo de cha das flores desidratadas de H. sabdariffa e produto

industrializado do fabricante A.

C(g/ml) TE TCIl P M A T TCD IM (%)
CN 4280 512 103 61 44 720 16,82
0,02 24h 4304 484 101 65 46 696 16,17
48n 4403 401 110 47 39 597 13,55
cP 4478 389 86 32 15 522 10,44
CN 4223 589 86 61 41 777 18,39
0,04 24h 4296 534 73 51 46 704 16,38
48h 4311 492 93 49 55 689 15,98
cP 4413 420 90 42 35 587 11,74
CN 4291 526 64 58 61 709 16,52
0,08 24h 4322 497 67 60 54 792 15,68
48h 4341 460 71 62 66 659 15,18
cP 4470 389 62 43 36 530 10,60

Tabela 2: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisao e valores
de indice mitético obtido para as células-raiz de A. cepa dos tratamentos: controle negativo, controle
positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL-" de cha das flores

TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CN — Controle
negativo; CP — Controle positivo; IM — Indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Profase;

desidratadas de H. sabdariffa.

M — Metafase; A — Anafase; T — Tel6fase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo

teste x2dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).

C(g/ml) TE TCI P M A T TCD 1M (%)
CN 4388 407 81 52 72 612 12,24
0,05 24h 4434 402 116 8 40 566 11,32
48h 4371 456 124 12 37 629 12,58
CP 4475 406 72 21 26 525 10,50
CN 4262 557 86 51 44 738 14,76
0.1 24h 4321 502 83 53 41 679 13,58
48h 4358 490 79 38 35 642 12,84
CP 4503 382 63 30 22 497 9,94
CN 4268 604 50 41 37 732 14,64
0,2 24h 4288 521 83 57 51 712 14,24
48h 4359 496 60 49 36 641 12,82
CP 4523 320 63 51 43 477 9,54

Tabela 3: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisao e valores
de indice mitético obtido para as células-raiz de A. cepa dos tratamentos: controle negativo, controle
positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL-" de H. sabdariffa

industrializado pertencente ao fabricante A.

TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢cdo; CN — Controle
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negativo; CP — Controle positivo; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Préfase;
M — Metafase; A — Anafase; T — Tel6fase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo
teste x2dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).

A partir dos resultados descritos nas Tabelas 2 e 3, observou-se que os indices de

divisao celular obtidos no tratamento simultdneo, para os tempos de exposicédo de 24 e

48 horas do cha e produto industrializado do fabricante A, nao diferiram estatisticamente

entre si quando comparadas ao controle e, portanto, ndo potencializaram o efeito

antiproliferativo provocado pela substancia clastogénica, diminuindo dessa forma, o efeito

citotéxico induzido pela mesma.

Na Tabela 4 sdo apresentados os indices mitéticos obtidos para os tratamentos

controle negativo, controle positivo e tratamento simultaneo e produto industrializado do

fabricante B. Observa-se que o indice de divisao celular nos tempos de exposi¢cédo de 24

e 48 horas das trés doses do tratamento simultadneo apresentam diferengas significativa

dos seus respectivos controles, sugerindo uma potencializagdo do efeito antiproliferativo

ocasionado pela substancia clastogénica sendo, portanto, citotéxico.

C(g/ml) TE TCH P M A T TCD IM (%)
CN 4100 566 145 89 100 900 21.95

0,05 24h 4341 486 77 21 75 659 13.18'
48h 4257 536 104 23 80 743 14.86°
CP 4336 521 73 39 31 664 13,28
CN 4096 683 96 69 56 904 22.07

0,1 24h 4109 622 150 32 87 891 17.82°
48h 4228 632 93 9 38 772 15.44'
CP 4216 612 85 31 56 784 15,68
CN 4000 813 74 54 59 1000 25

0,2 24h 4362 513 64 10 51 638 14.62°
48h 4253 564 79 38 66 747 17.56°
CP 4219 556 102 75 48 781 15,62

Tabela 4: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisao e valores
de indice mitético obtido para as células-raiz de A. cepa dos tratamentos: controle negativo, controle
positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL"' de H. sabdariffa

industrializado pertencente ao fabricante B.

TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢cdo; CN — Controle
negativo; CP — Controle positivo; IM — indice Mitdtico; TCD — Total de células em divis&o; P — Profase;
M — Metafase; A — Anafase; T — Telofase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo
teste x2dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).

indices mitéticos significativamente inferiores aos indices dos seus respectivos

controles, como os obtidos para o produto B no tratamento simultdneo (Tabela 4),
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podem indicar a presenga de agentes cuja agao toxica compromete o crescimento e o
desenvolvimento dos organismos expostos. Quando ocorre a inibicdo da proliferagcao
celular ocasionada por compostos citotdéxicos em tecidos de intensa proliferacao celular e
que apresentam desempenho normal, causam enormes prejuizos ao organismo, inibindo
ou limitando a reposi¢cao de células, interferindo na producao de proteinas o que pode
resultar no mau funcionamento do 6rgdo onde esta localizada (HERRERO et al., 2012).
A inibicao da divisdo em tecidos normais é extrema, deve-se principalmente a acédo de
agentes que interferem na integridade e correto funcionamento do fuso nuclear durante
a mitose, ocasionando um desarranjo cromossOmico consideravel (SALES et al.,2016).

Os resultados mostram que os indices mitéticos obtidos para os tratamentos
simultdneos, nas concentracdes analisadas e nos tempos de exposi¢do avaliados do
produto A, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas para os seus respectivos
controles negativos. Dessa forma, o produto avaliado nessas condi¢cdes de estudo, nao
inibiu a divisdo celular e, portanto, ndo potencializou o efeito antiproliferativo ocasionado
pelo paracetamol. Considerando a acdo ocasionada por essa substancia, o produto A
agiu como um protetor das alteragdes no ciclo celular ocasionado por ela, modulando
os danos que a mesma causa. Quanto aos resultados referente ao produto B, nas trés
concentracdes e nos dois tempos de exposicéo, 24 e 48 horas, observa-se que os indices
mitdticos apresentam diferengas estatisticas em relagédo ao controle negativo. Essas
diferengas apontam para uma agé&o potencializadora do efeito antiproliferativo ocasionado
pelo paracetamol, aumentando dessa forma, a citotoxicidade provocada pelo composto
mutagénico, e descartando, portanto, um possivel efeito protetor por parte do produto B.

De acordo com Sales et al. (2016), levando em considerag&o que o principio celular &
formar novas células iguais a célula-mae, produzir células com alteragdes na estrutura, ou
apresentando distorgdes no nimero de cromossomos, interferem no funcionamento celular,
tornando a mesma inviavel, tendo como consequéncia a sua eliminagao dos tecidos que
apresentam desempenho normal, podendo dessa forma, acarretar efeito antiproliferativo
significativo. A substancia clastogénica tem como caracteristica a capacidade de interferir
no ciclo celular, ocasionando efeitos antiproliferativos, bem como alteracdes a nivel de
cromossomos. Portanto, condicdes desse tipo, em que ha a associacao de uma substancia
clastogénica com produtos adicionados de compostos excipientes, que também possui
uma grande capacidade de inibir a divisdo celular, podem ser usadas para explicar
os resultados de citotoxicidade e potencializagdo do efeito clastogénico causado pelo
paracetamol, no produto industrializado pertencente ao fabricante B, em seu tratamento
simultaneo.

Em uma comparagao entre as alteragdes celulares obtidas para os tratamento
controle negativo, controle positivo e simultaneo, observadas em ambos os produtos A
e B, nos diferentes tempos de exposicao. Os resultados mostraram que o produto A em
associagao com H. sabdariffa, nas diferentes concentragbes, o numero de alteragdes
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cromossémicas nao apresenta diferenga significativa quando comparada aos seu
respectivo controle negativo. Portanto, considerando as condi¢des estudadas, pode se
sugerir um efeito antimutagénico das concentragdes de H. sabdariffa do produto A frente
a agao da substancia clastogénica, tendo em vista que 0 mesmo impediu 0 aumento do
numero de aberragdes cromossémicas observadas, apds a exposi¢cdo a esse composto.
Diferentemente do produto B, que nas diferentes concentracdes, apresentou numero
de alteragbes nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas, significativamente maiores
das apresentadas em seu respectivo controle negativo, mantendo dessa forma o efeito
mutagénico causado pelo paracetamol.

Na avaliagdo das alteracdes celulares obtidas para o cha das flores desidratads
de H. sabdariffa, os resultados mostraram que, assim como nos resultados observados
no produto A, o indice mitético de cada concentracdo analisada, nos diferentes tempos
de exposicado, nao apresentam diferencas significativas quando comparados aos seus
respectivos controles negativo, dessa forma, pode-se afirmar que a infusdo de cha de
hibisco, obtido das flores naturais, além de agir como modulador de danos celulares,
apresenta também efeito antimutagénico as raizes de A. cepa expostas a substancia
clastogénica.

3.2 Bioensaio com Artemia salina

Foram obtidas as médias e desvio padrédo da porcentagem de nauplios mortos, frente
as concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 mg.L™", do cha das flores desidratadas de
H. sabdariffa e produtos A e B industrializado. Utilizando esses dados, foi gerada uma reta
de regressao linear no programa Excel que gerou uma equacgao da reta (y=ax+b), sendo
possivel determinar a CL, (concentragao letal capaz de provocar a mortalidade de 50%
dos nauplios).

Testes que avaliam a toxicidade sao elaborados com o intuito de avaliar possiveis
efeitos causados pelo uso de compostos que contém em sua constituicdo, substancias
toxicas, que podem desencadear efeitos contrarios aos esperados, nos sistemas
biolégicos (BAROSA, 2003). Trata-se de bioensaios bastante utilizados em estudos de
substancias que possuem atividade bioldgica, com o objetivo de avaliar interacbes que
essas substancias podem ter no organismo. Dentre estes ensaios bioldgicos, o teste
utilizando o microcustacio A. salina é bastante eficaz na determinagdo de compostos
bioativos, principalmente em extratos de plantas (MEYER et al., 1982; NOLDIN et al.,
2003), na avaliagao da toxicidade e atividade inseticida (LEITE et al., 2009), possuindo
uma boa correlagédo com outros testes que avaliam toxicidade oral aguda in vivo (PARRA
et al., 2001).

A Figura 4, apresenta a reta de regressao linear, obtida por meio da correlagao
entre a concentragédo de Hibiscus sabdariffa, industrializado e natural na forma de flore
desidratadas, e o percentual de letalidade de Artemia salina. A titulo de adequacgéo, alguns
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valores extremos da concentracao em estudo, foram retirados.
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Figura 4: Reta de regressao obtida da correlagdo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do H. sabdariffa pertencente ao (a) cha, (b) fabricante A e (c) fabricante B.

Meyer et al., (1982), afirma que em avaliagbes de toxicidade de compostos ativos,
utilizando A. salina que apresentarem o valor da CL,, inferior a 1000 pg/mL™" considera-
se esse composto como toxico. Para o produto industrializado pertencente ao fabricante
A nao foi possivel determinar a CL,, pois ficou abaixo da menor concentragdo testada,
ou seja CL,,<62,5ppm. Obteve-se CL, =123,75ppm para o produto B e CL,, de 417,7ppm
para o cha. De acordo com Dolabela (1997), compostos que possui uma CL. <80 mg.L",
sé&o tidos como altamente tdxicos, os que apresentam CL,  entre 80 mg.L" e 250 mg.L"",
s&o considerados moderadamente toxicos e com um CL,>250 mg.L", possuem baixa
ou nenhuma toxicidade. Levando em consideragcao os parametros apresentados, os
resultados mostram que o H. sabdariffa industrializado pertencente aos fabricantes A e B,
apresentam moderada toxicidade. Ainfusdo de cha apresenta baixa ou nenhuma toxicidade
frente ao bioensaio com A. salina. Segundo Santos; David; David (2011), um valor de CL
<1000mg.L" indica que esses produtos apresentam compostos biologicamente ativos.

Estudos iniciais de avaliagdo toxicolégica com A. salina sdo bastante realizados,
justamente pelo fato de sua eficacia como teste inicial, ser comprovada, quando submetidos
a analises posteriores. Essa eficacia da segurancga aos testes de toxicidade preliminar
realizados com esse bioensaio, pois asseguram os resultados obtidos, fornecendo

confiabilidade a estudos como esse

41 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes estudadas, as concentragcdes de Hibiscus sabdariffa analisadas
na forma natural e industrializada, pertencente ao fabricante A, ndo apresentaram
citotoxicidade frente A. cepa e quando expostos simultaneamente apresentaram efeito
protetor de danos causados por essa substancia demonstrando acdo antimutagénica,
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controlando de forma eficaz tanto o efeito inibidor da divisdo celular como as alteragdes
a nivel cromossémico. O produto industrializado do fabricante B mostrou citotoxicidade
e quando associado ao paracetamol potencializou o efeito citotéxico e mutagénico,
induzindo um alto efeito antiproliferativo. A avaligdo da toxicidade frente ao bioensaio com
A. salina, mostrou que as concentragdes de H. sabdariffa testadas, na forma natural ndo
apresentaram toxicidade, e os produtos industrializados A e B apresentaram toxicidade.
Portanto, esses resultados apontam que a planta pode ser utilizada pela populacao
para fins medicinais, porém & necessario um pouco de cuidado ao consumi-la na forma
industrializada, tento em vista que alguns compostos excipientes adicionados ao produto,
no processo de industrializagdo, podem ser responsaveis pelo aumento da toxicidade
desses produtos
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