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RESUMO

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) ¢ uma importante planta medicinal, conhecida
popularmente no Brasil como “azedinha, azeda-da-guiné, vinagreira”. Suas flores séo
amplamente utilizadas como diurético, para tratamento de desordem gastrointestinal,
infecgBes hepaticas, febre, hipertensdo e antioxidante. Medicamentos de uso interno,
como a flor de H. sabdariffa durante a industrializacdo sdo aditivadas por compostos
quimicos excipiente, com o intuito de manter as propriedades medicinais dos
medicamentos, torna-los palataveis, bem como protegé-los da acdo de microrganismos.
Com base nisso, objetivou-se nesse trabalho avaliar a toxicidade aguda e em nivel celular
das flores de H. sabdariffa, nas formas natural e industrializada, bem como seu efeito
antimutagénico, por meio do sistema teste vegetal utilizando meristemas de raizes de
Allium cepa, sendo considerado um ensaio eficiente para avaliacdo inicial de
citotoxicidade, e por meio do bioensaio com sistema teste animal utilizando o
microcrustaceo Artemia salina, considerado um excelente teste para avaliacdo da
toxicidade aguda. A avaliacdo com o sistema teste vegetal A. cepa mostrou que o H.
sabdariffa natural e industrializado pertencente ao fabricante A ndo apresentaram
citotoxicidade e quando expostos a substancia clastogénica utilizada, apresentaram 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 efeito
antiproliferativo, demonstrando também acdo mutagénica. A avaliacdo da toxicidade
aguda frente ao bioensaio A. salina mostrou, que as concentragcdes 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 populacéo para fins medicinais,

sendo necessario cuidado ao consumi-la na forma industrializada.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Allium cepa; Citotoxicidade; Artemia salina.



ABSTRACT

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) is an important medicinal plant, popularly known in
Brazil as “sorrel, guinea sorrel, vinegar”. Its flowers are widely used as diuretic, for
treatment of gastrointestinal disorder, liver infections, fever, hypertension and
antioxidant. Medicines for internal use, such as the H. sabdariffa flower during
industrialization are added by excipient chemical compounds, in order to maintain the
medicinal properties of the medicines, make them palatable, and protect them from the
action of microorganisms. Based on this, the objective of this work was to evaluate the
acute and cellular toxicity of H. sabdariffa flowers, in natural and industrialized forms,
through the plant test system using Allium cepa root meristems. initial evaluation of
cytotoxicity, and by means of animal test system bioassay using the Artemia salina
microcrustacean, considered an excellent test for acute toxicity evaluation. The evaluation
with the plant test system A. cepa showed that the natural and industrialized H. sabdariffa
belonging to manufacturer A did not present cytotoxicity and when exposed to the
clastogenic substance used, showed damage protection and antimutagenic effect. The
manufacturer B product was cytotoxic to A. cepa meristems and associated with
clastogenic substance potentiated its antiproliferative effect, also demonstrating
mutagenic action. The evaluation of acute toxicity against the A. salina bioassay showed
that the natural H. sabdariffa concentrations showed no toxicity and the products A and
B presented toxicity. These results indicate that the plant can be used by the population
for medicinal purposes, and care should be taken when consuming it in the industrialized

form.

Keywords: Medicinal plants; Allium cepa; Cytotoxicity; Artemia salina
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INTRODUCAO

A Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) ¢ uma importante planta medicinal,
originaria da India, Suddo e Malasia, conhecida popularmente no Brasil como “azedinha,
azeda-da-guiné, caruru-azedo, caruru-da-guiné, cha-da-Jamaica, pampolha, pampulha,
papoula, papoula-de-duas-cores, quiabeiro-azedo, quiabo-azedo, quiabo-de-angola,
quiabo-réseo, quiabo-roxo, rosélia e vinagreira” (MUKHTAR, 2007).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais com fins terapéuticos possui respaldo na
tradicdo cultural indigena, além de ser uma op¢do economicamente viavel (VOLPATO
et al., 2002). Neste sentido, o hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) tem exibido destaque na
prevencdo e terapia alternativa de diversas patologias, principalmente no tratamento
contra excesso de peso. E frequente a apresentacdo dessa planta em diversos veiculos de
midia social, especialmente os voltados a salde e bem-estar, como auxiliar na reducéao de
peso corporal, 0 que popularizou o uso do hibisco nos altimos tempos (GUIDINI, 2015).
Suas flores sdo amplamente utilizadas como diurético, para tratamento de desordem
gastrointestinal, infec¢bes hepaticas, febre, hipertensdo e antioxidante (VIZZOTTO;
PEREIRA, 2008). Sdo constituidas por altas concentracbes de compostos fendlicos,
acidos organicos, esteroides, terpendides, polissacarideos e minerais. Dentre 0s
compostos fendlicos, as antocianinas glicosiladas sdo as mais abundantes e consideradas
0s principais constituintes biologicamente ativos desta planta (JABEUR et al., 2017).

Medicamentos, como a flor de H. sabdariffa, durante a industrializacdo séo
aditivadas por compostos quimicos excipientes, que sdo aditivos inativos que nao
possuem propriedades terapéuticas e sdo adicionados com o intuito de manter as
propriedades medicinais dos medicamentos, torna-los palataveis, bem como protegé-los
da agdo de microrganismos (VASCONCELOS et al., 2012). No entanto, a Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em seus regulamentos técnicos, cita que estes aditivos
levantam muitos questionamentos quanto aos seus potenciais efeitos citotdxicos,
genotoxicos e mutagénicos (BRASIL, 2007).

Entre os diferentes testes que avaliam a citotoxidade de compostos, 0 uso de
meristemas de raizes de Allium cepa sdo considerados um eficiente teste para o screening
preliminar da citotoxicidade e genotoxicidade de compostos quimicos. Segundo Cuchiara
et al. (2012), o teste de Allium cepa é considerado uma ferramenta Util para a pesquisa

basica do potencial genotoxico e citotdxico de produtos quimicos, substancias complexas
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como extratos de plantas, dejetos industriais e dguas contaminadas. Dessa forma, torna-
se relevante avaliar, por meio de bioensaios de avaliacdo de toxicidade usando Allium
cepa, a citotoxicidade e genotoxicidade das flores de hibisco e assim, garantir seguranca
para quem utiliza essas flores para tratar e/ou curar doencas.

O bioensaio com Artemia salina Leach, (1819), também é um importante e eficaz
teste na identificagdo de compostos bioativos, bem como toxicidade aguda de compostos
naturais, trata-se de um bioensaio preliminar que pode ser utilizado no estudo de
substancias com atividade biologica a fim de avaliar suas possiveis interagdes com o
organismo (FREITAS DE OLIVEIRA, 2008). Por ser um teste rapido e eficiente, é
bastante utilizado em estudos como esse, para determina¢do do potencial de toxicol6gico
de plantas.

Nesse contexto, objetivou-se nesse trabalho avaliar a toxicidade aguda e a
citotoxicidade, 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.

O presente trabalho estd estruturado em quatro partes. A primeira consiste na
revisao de literatura sobre os assuntos abordados na pesquisa; a segunda parte traz uma
descricdo detalhada da metodologia utilizada no desenvolvimento do trabalho; a terceira
parte € composta pelos resultados e discussdes das analises de toxicidade do Hibiscus
sabdariffa, tendo como parametro de avaliacdo os bioensaios com Artemia salina e

Allium cepa e a quarta parte consiste na conclusédo do trabalho.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais como forma de tratamento e/ou cura de diversas
doengas vem crescendo exponencialmente. A sabedoria popular a respeito dos efeitos
benéficos a saude que algumas plantas possuem, para muitos, € o Unico meio de
tratamento para enfermidades. 1sso contribui diretamente para o aumento da utilizagéo de
plantas medicinais. [Essa pratica integra a medicina popular, constituindo saberes
baseados em culturas antepassadas, onde as pessoas utilizam essas plantas como uma
primeira alternativa para o tratamento de doencas, bem como também, para
complementar tratamentos baseados no uso de farmacos (ELDIN, 2001). O Hibiscus
sabdariffa L. € uma dessas plantas que vem sendo bastante utilizada, ndo s6 para uso
alimentar, mas principalmente pelo seu potencial efeito curativo e amenizador de diversas
doencas.

O uso de plantas medicinais no Brasil é significativo, estudos realizados
demonstram que a maioria das pessoas que procuram atendimento em unidades de saude,
afirmam fazer uso de plantas medicinais, porém sem nenhum conhecimento sobre a
existéncia de possiveis efeitos toxicos, além de ndo saber a forma correta de utilizacao,
bem como néo ter entendimento sobre a real acdo terapéutica presente nessas plantas
(ARNOUS et al., 2005), boa parte da populacdo brasileira, faz uso desse tipo de
conhecimento, muitas vezes até de forma indiscriminada, o que faz com que essa parcela
da populacdo torne-se resistentes em acreditar que certos vegetais utilizados como
amenizador de certas enfermidades, possam apresentar um perigo potencial de reacoes
adversas e efeitos toxicos ao organismo (MENDIETA et al., 2014). Considerando a
diversidade de plantas medicinais existentes, uma grande parte ainda ndo foram estudadas
e, portanto, ndo se tem conhecimento a respeito de seus possiveis efeitos, tanto benéficos,

quanto maléficos.

2.2. Hibiscus sabdariffa

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) ¢ originaria da india, do Sud&o e da Malésia,

sendo posteriormente levada para a Africa, Sudeste da Asia e América central. E um
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arbusto perene, que pode atingir cerca de 2 a 3m de altura, sendo cultivada devido ao
interesse em suas folhas, célices, sementes e fibras, que séo utilizados na alimentacéo de
animais, como fonte de fibras para a industria de tecido e papel e para preparar bebidas
com objetivos culinarios e medicinais (MUKHTAR, 2007).

Na medicina tradicional, as flores de hibisco (Figura 1 A e 1 B), séo utilizadas
como diurético, para tratamento de desordem gastrointesinal, infeccGes hepaticas, febre e
hipertensdo (MONROY-ORTIZ; CASTILLOESPANA, 2007). Ensaios farmacoldgicos
tém demonstrado uma gama de efeitos terapéuticos, como hepatoprotetor, antibacteriana
(LIU, 2006), antioxidante (OLATUNDE; FAKOYA, 2005; RAMAKRISHNA et al.,
2008), anticolesterol (LIN, 2007), anticancer (OLVERA-GARCIA, 2008), anti-
hipertensivo (HERRERA-ARELLANO, 2007), dentre outros. Devido apresentar
diversos efeitos terapéuticos benéficos a salde o hibisco passou a ser muito explorada
nos Ultimos anos, principalmente, por ser de baixo custo e facil manuseio (SHERIF et al.,
2011; AHMED; ABOZED, 2015).

Figura 1: Flores de Hibiscus sabdariffa natural (A) e desidratadas (B)

(A)
Fonte: Google

Segundo Ramos (2006), a utilizagdo do hibisco como alimento funcional é uma
excelente medida preventiva, isso se d&, devido aos varios compostos que a planta possui,
dentre eles destacam-se, substancias bioativas, antioxidantes sollveis em &gua,
flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas, betacaroteno, entre outros compostos, além
disso é bastante rica em vitamina C, o que comprova a sua atribuicdo como alimento
funcional. O mesmo tem apresentado também, grande destaque como tratamento
alternativo de diversas patologias, principalmente no tratamento contra o excesso de peso

(GUIDINI, 2015). Devido a isso, vem sendo bastante procurado e amplamente utilizado
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por pessoas que acreditam nos efeitos positivos que essa planta apresenta, frente as
enfermidades j& mencionadas

Considerando a grande quantidade de enfermidades, nas quais o H. sabdariffa é
utilizado como forma de tratamento, verificou-se a necessidade de estudos como esse,
visando identificar potenciais efeitos que essa planta pode apresentar. O H. sabdariffa foi
adquirida no comércio na sua forma flores desidratadas e na forma industrializada em p6
ou acrescida de aditivos.

A comercializagdo de produtos naturais que passam por processos de
industrializacdo, como é o caso da planta em questdo, passam por processos de adi¢do de
compostos excipientes ou microingredientes sintéticos, estes sdo substancias
caracterizadas por ndo possuirem propriedades terapéuticas, 0s mesmos sdo acrescidos
aos produtos naturais no seu processo de industrializacdo, com o intuito de tornar esses
medicamentos apraziveis ao paladar, e protegé-los, de certa forma, da contaminagdo por
microrganismos. Os excipientes em geral séo 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 (ARAUJO; BORIN, 2012). Em seus
estudos Oliveira (1999), afirma que, esses excipientes sdo utilizados apenas para garantir
a estabilidade e as propriedades fisico-quimicas e organolépticas dos produtos
farmacéuticos, pois 0s mesmos ndo possui em sua composi¢ao nenhum poder terapéutico.

Dentre as classes de excipientes sintéticos extensivamente utilizados para estes
fins estdo os conservantes, corantes, aromatizantes, edulcorantes, estabilizantes e
antiumectantes (MOURA et al., 2017). Adicionados durante a fabricacdo aos
medicamentos, 0s conservantes sdo complexos quimicos com a funcdo de impedir a
proliferacdo de microrganismos, e dessa forma evitar a deterioragcdo do medicamento, que
pode ser provocada, tanto por fungos (fungistatica), como por bactérias (bacteriostatica),
estes sdo designados para o0 uso por meio de carater eliminatorio juntamente com base no
regulamento do uso de substancias com conservantes permitidos (HAYWOOD; GLASS,
2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) declara que as classes de
excipientes, com énfase as que foram mencionadas, apesar de autorizadas para uso pelo
Ministério da Salde, suscitam uma série de davidas quanto aos seus potenciais efeitos

citotoxicos, genotoxicos, mutagénicos e oxidativos. Enfatiza também, a relevancia e
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urgéncia na realizacdo de pesquisas que avaliem os efeitos toxicos, em nivel sistémico e
celular, decorrentes da exposi¢do a produtos naturais acrescidos de microingredientes
(BRASIL, 2007). Concordando com o que afirma a ANVISA, Konishi et al., (2013) e
Moura et al., (2016) consideram que os estudos de avaliacdo de toxicidade de aditivos
excipientes sdo imprescindiveis, devido serem importantes pardmetros na elaboracao e/ou
modificacdo de documentos que normatizam o uso de microingredientes pelas industrias
farmacéuticas.

A toxicidade causada pelos excipientes pode ocorrer em toda a populacdo ou em
grupos especificos. Na populacdo em geral, a toxicidade se d4, em consequéncia ao
tamanho excessivo da dose desses compostos, 0 que pode causar imunotoxicidade, alergia
e intolerancia. Em grupos especificos, por sua vez, a toxicidade ocorre, principalmente
devido a predisposicdo genética ou idade dos pacientes, e em alguns casos, devido a
presenca de doencas cronicas. (TONAZIO et al., 2011).

Levando em consideragéo as diversas fungdes que 0s excipientes provocam nos
medicamentos, Gongalves (2016), afirma que a seguranga no uso desses excipientes esta
relacionada com as intera¢@es quimicas, fisicas e principalmente com a toxicidade que 0s
mesmos podem apresentar, podendo possuir, mesmo em baixas concentracfes, a
capacidade de iniciar, propagar ou participar de reacdes quimicas, que pode provocar a
desestabilizacdo, ou até mesmo degradacdo da forma do farmaco.

Atualmente, devido ao seu consumo estar associado a possiveis processos
carcinogénicos e de toxicidade residual, ha um constante debate relacionado a seguranca
no uso de conservantes quimicos considerando, portanto, necessario investigar possiveis
riscos que essas substancias possam vir a apresentar, antes das mesmas serem
comercializadas (MOREIRA et al.; ORTEGA RAMIREZ et al.,2014).

Devido aos prejuizos que tais substdncias podem provocar no organismo das
pessoas, € que faz-se necessario um estudo e investigacdo, antes de sua comercializacgéo,
a respeito dos efeitos toxicos que esses excipientes possuem. Ao longo dos anos diversos
modelos de testes estdo sendo desenvolvidos, com o intuito de obter cada vez mais
métodos de avaliagdo, que possam detectar o potencial risco citotoxico/genotdxico no
organismo, sendo a citotoxica medida basicamente pela taxa de crescimento celular e

podendo ser observada microscopicamente (FIGUEREDO, 2014).
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2.3. Sistema teste com Allium cepa

Os bioensaios vegetais sdo considerados sensiveis e simples no monitoramento
dos efeitos toxicos em nivel celular de compostos quimicos (CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; CAMPOS-VENTURA et al., 2016). Dessa forma, segundo Bagatini
et al., (2007), o sistema teste Allium cepa L., é bastante utilizado na deteccéo dos efeitos
citotoxicos que estdo presentes em plantas medicinais, € por meio deste teste que as
alteracdes cromossomicas nas plantas sdo observadas, tais alteracdes algumas vezes
podem estar relacionadas a presenca de agentes mutagénicos, na sua prépria composicao,
ou até mesmo ao proprio metabolismo da planta. Ancia e Romao (2016) afirma que, esse
sistema teste é o mais eficaz na deteccéo dos efeitos citotdxicos, devido ao fato de que,
na execucdo da técnica a substancia que esta sendo testada entra totalmente em contato
com as raizes da cebola, permitindo, dessa forma que possam ser feitas analises, tanto de
indice mitético, como de divisao celular em diferentes concentragdes.

As agéncias de pesquisa internacionais adotam esse sistema teste como um
instrumento de avaliacdo de enorme sensibilidade para analise da citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade da substancia de interesse, uma vez que, os resultados
obtidos através dele demonstram uma semelhanca satisfatoria aos resultados que seriam
obtidos através de sistemas teste animal e em cultura de células. (HERRERO et al., 2011,
LACERDA et al., 2014; BIANCHI et al., 2015; CAMPOS-VENTURA; MOURA et al.,
2016, SANTANA et al., 2016).

Portanto, gracas a elevada sensibilidade que possui, baixo custo, rapidez e
facilidade de manipulacdo e utilizacdo de amostras sem tratamento prévio, é que o teste
em Allium cepa é considerado uma pratica e importante ferramenta na pesquisa do
potencial genotdxico e citotoxico de produtos quimicos e substancias, como extratos de
plantas, dejetos industriais e aguas contaminadas. (CUCHIARA et al., 2012). E um teste
amplamente utilizado, quando se trata de avaliar efeitos citotoxicos em plantas
medicinais, sendo importante destacar que, na maioria das vezes, a presenca de agentes
mutagénicos detectados por meio desse teste, estdo relacionados ou a composi¢do do
produto, ou até mesmo ao préprio metabolismo da planta. (BAGATINI et al., 2007).

Além disso, os testes com A. cepa sdo muito utilizados para estudos citotoxicos,

pelo fato de possuir uma enorme eficacia, pois as raizes meristematicas permanecem
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constantemente em contato com a substancia a ser testada, o que permite que a anélise da

divisdo celular possa ser feita em varias concentraces. (ANCIA; ROMAO, 2016)

2.4.Ensaio com Artemia salina Leach

E imprescindivel a realizacio de testes de toxicidade em plantas medicinais, na
busca pela identificacdo de substancias ativas, pois torna-se uma forma de alerta a
populacéo acerca do uso indiscriminado dessas plantas, e busca uma terapéutica eficaz
para proporcionar uma melhor qualidade de vida aos pacientes. Considerado como uma
das ferramentas que sdo mais comumente utilizadas para avaliar a toxicidade, a Artemia
salina € um ensaio bioldgico que tem sido utilizada como um organismo alvo para
detectar compostos bioativos em extratos de plantas (ALVES et al., 2000).

Artemia salina Leach é um microcrustaceo pertence ao filo Arthropoda, classe
Crustacea (VEIGA,; VITAL, 2002).

Esse bioensaio foi proposto inicialmente por Michael, Thompson e Abramovitz
(1956), foi considerado uma boa ferramenta para iniciar investigacdes de possiveis
atividades bioldgicas de plantas (SIQUEIRA et al., 1998).

Considerando a sua sensibilidade elevada e o uso de técnicas simples para
realizacdo dos testes, pois 0 mesmo nédo necessita de nenhum equipamento especial, nem
de condicdes laboratoriais especificas, € que o bioensaio com A. salina ainda hoje é
amplamente utilizado em teste de toxicidade (SIQUEIRA et al., 1998). Apds Meyer et
al., (1982), definir que concentragdes com valores de CL50 < 1000 mg.L? indicam
toxicidade em Artemia salina, pesquisadores que trabalham com produtos naturais
passaram a fazer uso dessa referéncia, para avaliar previamente extratos de plantas
(JIMENEZ et al., 2001).

Portanto, devido ao facil manuseio e rapidez para realizagdo do teste, € que este
bioensaio permite uma rapida avaliagéo de toxicidade que adota como padrdo o parametro
vivo ou morto dos nauplios, ap6s o determinado periodo de exposi¢cdo (AZEVEDO;
CHASIN, 2003)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo 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 flores em p6 na forma industrializada, foram obtidas em uma farmacia do
municipio de Picos, Piaui, Brasil. Os produtos industrializados oriundos de dois

laboratérios farmacéuticos (LF), serdo discriminados na presente pesquisa como A e B.

3.2.Teste em Allium cepa

3.2.1. ConcentragGes e grupos tratamentos

Para determinacdo das concentracfes de H. sabdariffa, foi utilizado como
parametro a forma de preparo e ingestdo indicada nos rétulos de cada produto. Assim,
para o preparo da infusdo de cha, foram utilizadas 20 gramas das flores secas para um
litro de &gua fervente, definindo-se para estudo as concentragdes: 0,02; 0,04 e 0,08 g.mL.
Em relacdo aos produtos industrializados referentes aos laboratérios A e B, a
concentracdo sugerida nos rétulos é de 10 gramas de pé da fruta para 200 mL de agua
(um copo de agua) e assim, as concentracdes foram: 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL. A solucdo
clastogénica utilizada foi preparada com 400mg de paracetamol em 1 litro de agua (0,4
mg.mlY), (PINHO et al., 2010).

Neste estudo foram usados 0s seguintes tratamentos:

e Controle negativo — somente agua destilada.

e Controle positivo — agua destilada associada a paracetamol a 0,4 mg.ml,

e Infusdo de cha — extrato aquoso nas concentracdes de 0,02; 0,04 e 0,08
mg.mL™,

e Produto A — forma industrializada do fabricante A extrato aquoso nas
concentragdes de 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL.

e Produto B — forma industrializada do fabricante B, extrato aquoso nas
concentragdes de 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL.
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e Tratamento simultdneo — extrato aquoso (flores desidratadas e forma
industrializada em po) associado com paracetamol (0,4 mg.mL™), nas

concentragdes anteriormente descritas.

3.2.2. Obtencdo das células meristematicas das raizes de A. cepa

Para as avaliagdes da toxicidade, incialmente, bulbos de cebolas foram colocados
em frascos aerados com agua destilada, a temperatura ambiente (+ 27°C), até a obtencgéo
de raizes de 2,0 cm de comprimento (Figura 2). 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 proprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram
postas em seus respectivos tratamentos por 24 horas, sendo este procedimento

denominado de tempo de exposi¢do 24 horas.

Figura 2: Coleta das raizes de A. cepa

Fonte: Autora (2019).

Ap0s 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 exposi¢do 48 horas.
Ap0s este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicao
24 e 48 horas foram escolhidos com o intuito de avaliar a acdo do H. sabdariffa

desidratado e industrializado em mais de um ciclo celular. A fixacao das raizes se deu em
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Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em média,
trés raizes por bulbo.

3.2.3. Preparacao e analise das laminas

As laminas, 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra
e Souza (2002), e analisadas em microscépio optico em objetiva de 400x. Para cada
cebola utilizada foi analisado 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle,
tempo de exposicdo 24 horas e tempo de exposicdo 48 horas de todo tratamento em

analise. Assim, para cada concentracdo da planta analisou-se um total de 15.000 células.

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos produtos de H. sabdariffa foram observadas
e apurado o numero de células em interfase, profase, metéafase, anafase e tel6fase. A partir
desta analise determinou-se o indice mitdtico (IM) por meio da seguinte equacdo:
(ndmero total de células em mitose + namero total de células analisadas) x 100. A
genotoxicidade foi avaliada através da frequéncia de alteracbes de fuso mitético, e a

mutagenicidade por meio do nimero de micronucleos observados.

3.3.Bioensaio em Artemia salina

3.3.1. Preparacdo das concentracfes

Foram pesadas 100 mg das flores industrializadas e desidratadas e em seguida foi
adicionado 100 ml de solugéo de sal marinho sintético. As solucdes foram mantidas
em constante agitacdo para completa homogeneizagéo. Ao final do processo obteve-
se uma concentracdo de 1000 mg.L? de solucdes de cada produto. A partir dessa
concentracéo, foram realizadas diluicOes seriadas e obteve-se as concentragdes de 500
mg.L?, 250 mg.L?, 125 mg.L? e 62,5 mg.L?. Todo o processo foi repetido
igualmente para ambos os produtos industrializados e natural. O controle foi
preparado utilizando apenas solugdo salina para ter certeza de que a morte dos
nauplios seria provocada pela toxicidade dos compostos, e ndo por falta de algum
recurso durante a realizacédo do teste. Os testes foram realizados em triplicata.
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3.3.2. Eclosdo dos cistos de A. salina

O teste de toxicidade frente a Artemia salina foi feito segundo o protocolo proposto
por Meyer et al., (1982) e Paredes (2016), com algumas modificacdes.

Inicialmente, foi preparada a agua salina. Pesou-se 30 g de sal marinho e diluiug-se
em 1 L de agua potavel.

A agua foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo e aeragcdo constante, com
recepcdo de luz artificial de 100 W, em equipamento fabricado de garrafa pet e
acrescentado 0,3g de cistos de Artemia salina, que permaneceram por um periodo de 48

horas até a eclosdo dos nauplios (larvas).

3.3.3. Avaliacéo da toxicidade frente a A. salina

Apos a eclosdo dos cistos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, as larvas de
microcrustaceos (n=10) foram transferidas para os tubos nos quais estavam presentes 0s
extratos em diferentes concentrac@es (Figura 5). Os tubos foram deixados em temperatura
ambiente e sob iluminacdo por 24 horas. Apés esse periodo, foram analisados para
registrar a quantidade de nauplios vivos e mortos. O nimero de larvas mortas em relagdo
a concentracdo dos extratos foi utilizado para calcular os valores da CLso. Sendo assim,
diante dos valores da CLso (concentracdo que mata 50% dos nauplios) obtidos, os

produtos testados foram classificados quanto a toxicidade.
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Figura 3 — Coleta e andlise de A. salina vivos ou mortos

Fonte: Autora (2019)

3.4. Analise dos dados

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos no teste de toxicidade em A. cepa
foi utilizado o teste do Qui-quadrado (2), p < 0.05.

Em relacdo ao bioensaio frente a A. salina, foi calculada a porcentagem de mortes
em cada concentracdo e controle. Através de regressdo linear foi determinada a CLso
obtida da correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo dos

extratos aquosos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Testes em Allium cepa

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 1, verifica-se que as trés
concentracdes das infusdes de cha de Hibiscus sabdariffa e do produto A, em 24 e 48
horas, ndo causaram reducdo da divisdo celular nos meristemas de raizes de A. cepa
quando comparados aos indices mitdticos obtidos para os seus respectivos controles
(p<0.05). Assim, a infusdo de cha e o produto industrializado A, nas condicGes avaliadas,
ndo foram citotdxicos. No entanto, as trés concentracfes analisadas do produto B,
causaram, em 24 e 48 horas, significativa reducdo da divisao celular dos meristemas de

raizes (p<0.05).

Tabela 1 — indices mit6ticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa expostos, por
24 e 48h, nas trés concentracbes de chas de flores de Hibiscus sabdariffa, e aos dois produtos
industrializados desta planta, referidos como Produto A e B. Para cada tratamento foram apresentados o0s

valores significativos de .

TE/IM
Hibiscus sabdariffa TR Oh 24h  48h
(mg/mL1)
0,02 18,2 196 16,7
Cha 0,04 15,3 16,8 135
0,08 16,5 175 143
0,05 17,0 16,1 152
Produto A 0,1 17,8 153 15,0
0,2 19,7 175 14,3
0,05 21,2 50° 34"
Produto B 0,1 19,9 95° 547
0,2 18,7 73" 48"

TE: tempo de exposi¢do; IM: indice mitético; TR: tratamento. Valores seguidos de asteriscos diferem

significantemente pelo teste %2 ao nivel de 5%. Fonte: Autora (2019).
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Nas tabelas 2 e 3, sdo apresentados, o nimero de células em interfase e em diferentes

fases da divisdo celular, e os valores de indice mitdticos obtidos a partir de células

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

negativo — dgua destilada e controle positivo — dgua destilada + paracetamol.

Tabela 2: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em diviséo e valores de

indice mitotico obtidos para as células-raiz de A. cepa dos grupos tratamento controle negativo, controle

positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL™ da infusdo de cha obtido das

flores desidratadas de H. sabdariffa.

C@/ml) TE TClI 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
48h 4403 401 110 47 39 597 13,55
CP 4478 389 86 32 15 522 10,44
CN 4223 589 86 61 41 7T 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

TCII - Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CN — Controle negativo;

CP — Controle positivo; IM — Indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Profase; M —

Metafase; A — Anéfase; T — Teldfase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo teste

2 dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).
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Tabela 3: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisdo e valores de

indice mitotico obtidos para as células-raiz de A. cepa dos grupos tratamento controle negativo, controle

positivo e tratamento simultaneo nas concentrag@es 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL* do produto industrializado de

H. sabdariffa pertencente ao fabricante A.

C@/ml) TE TClI P M A T TCD IM (%)
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

TCII - Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢éo; CN — Controle negativo;

CP — Controle positivo; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Profase; M —

Metéfase; A — Anafase; T — Teldfase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo teste

2 dos 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

divisdo celular obtidos no tratamento simultaneo, para os tempos de exposicao de 24 e 48

horas do cha e produto industrializado do fabricante A, ndo diferiram estatisticamente

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

antiproliferativo provocado pela substancia clastogénica, diminuindo dessa forma, o

efeito citotoxico induzido pela mesma.
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Na Tabela 4 sdo apresentados os indices mitéticos obtidos para os grupos

tratamentos controle negativo — &gua destilada, controle positivo — &gua destilada +

paracetamol e tratamento simultaneo do produto B. Nos resultados apresentados, observa-

se que o indice de divisdo celular nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas das trés doses

do tratamento simultaneo apresentam diferencas significativas dos indices mit6ticos

observados em seus respectivos controles, sugerindo uma potencializagdo do efeito

antiproliferativo ocasionado pela substancia clastogénica sendo, portanto, citotoxico.

Tabela 4: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisdo e valores de

indice mitotico obtidos para as células-raiz de A. cepa dos grupos tratamento controle negativo, controle

positivo e tratamento simultaneo nas concentrag@es 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL-* do produto industrializado de

H. sabdariffa pertencente ao fabricante B.

Cem) te TCn P M A T TCD 1M (%)
CN 4100 566 145 89 100 900 21.95

0,05 24h 4341 486 77 21 75 659 13.18"
48nh 4257 536 104 23 80 743 14.86"
CP 4336 521 73 39 31 664 13,28
CN 4096 633 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

TCIl - Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CN — Controle negativo;

CP — Controle positivo; IM — Indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Profase; M —

Metafase; A — Anéfase; T — Teldfase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo teste

2 dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).
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Segundo Herrero et al., (2012), indices mitéticos significativamente inferiores aos
indices dos seus respectivos controles, como os obtidos para o produto B no tratamento
simultaneo (Tabela 4), podem indicar a presenca de agentes cuja agdo toxica compromete
0 crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos. Quando ocorre a inibigdo
da proliferacdo celular ocasionada por compostos citotoxicos em tecidos de intensa
proliferacdo celular e que apresentam desempenho normal, causam enormes prejuizos ao
organismo, inibindo ou limitando a reposicdo de células, interferindo na producao de
proteinas o que pode resultar no mal funcionamento do 6rgéo onde esta localizada.

Sales et al., (2016) enfatizam que quando essa inibicdo da divisdo em tecidos
normais é extrema, deve-se principalmente a acdo de agentes que interferem na
integridade e correto funcionamento do fuso nuclear durante a mitose, ocasionando um
desarranjo cromossémico consideravel.

Os resultados mostram que os indices mitdticos obtidos para os tratamentos
simultaneos, nas concentragdes analisadas e nos tempos de exposi¢do avaliados do
produto A, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas para os seus respectivos
controles negativos. Dessa forma, o produto avaliado nessas condi¢des de estudo, ndo
inibiu a divisdo celular e, portanto, ndo potencializou o efeito antiproliferativo ocasionado
pelo paracetamol. Considerando a agdo ocasionada por essa substancia, o produto A agiu
como um protetor das altera¢Ges no ciclo celular ocasionado por ela, modulando os danos
gue a mesma causa.

Quanto aos resultados referente ao produto B, nas trés concentracfes e nos dois
tempos de exposicao, 24 e 48 horas, observa-se que os indices mit6ticos apresentam
diferencas estatisticas em relacdo ao controle negativo. Essas diferencas apontam para
uma acdo 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 consideracdo que o principio
celular é formar novas células iguais a célula-mée, produzir células com alteragdes na
estrutura, ou apresentando distorcbes no ndmero de cromossomos, interferem no
funcionamento celular, tornando a mesma inviavel, tendo como consequéncia a sua
eliminacdo 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



30

antiproliferativos, bem como alteragcdes a nivel de cromossomos. Portanto, condi¢des
desse tipo, em que h& a associacdo 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.

A Tabela 5, apresenta uma comparacao entre as alteracdes celulares obtidas para
0S grupos tratamento controle negativo, controle positivo e simultaneo, observadas em
ambos os produtos A e B, nos diferentes tempos de exposigao.

Os resultados, mostram que no produto A em associagdo com H. sabdariffa, nas
diferentes concentracbes analisadas, o numero de alteracbes cromossémicas ndo
apresenta diferencas significativas quando comparadas aos seus respectivos controles
negativo. Portanto, considerando as condi¢fes estudadas, pode se sugerir um efeito
antimutagénico das concentracOes de Hibiscus sabdariffa analisadas, obtidas do produto
pertencente ao fabricante A, frente a acdo da substéancia clastogénica, tendo em vista que
0 mesmo impediu 0 aumento do nimero de aberracdes cromossémicas observadas, apos
a exposicdo a esse composto. Diferentemente do produto B, que nas diferentes
concentracOes analisadas, apresentou nimero de alteracdes nos tempos de exposi¢do de
24 e 48 horas, significativamente maiores das apresentadas em seus respectivos controles

negativo, mantendo dessa forma o efeito mutagénico causado pelo paracetamol.
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Tabela 5: Numero total de alteragdes celulares presentes nas células meristematicas de raizes de A. cepa
obtidos para os grupos tratamentos controle negativo, controle positivo e tratamento simultaneo dos

produtos industrializados de H. sabdariffa, pertencente aos fabricantes A e B respectivamente.

Cm) T PA MA  APP PMN  TAC
CN 5 8 11 0 24
0,05 24h 3 9 13 0 25
48h 2 7 11 0 20
cp 8 11 13 3 35
CN 0 9 8 0 17
0,1 24h 1 7 10 1 18
48h 0 7 11 0 18
cp 5 7 13 4 29
CN 0 7 9 1 17
0,2 24h 3 5 9 1 18
48h 4 8 7 2 21
cp 5 9 10 4 28

Continua na pagina seguinte:
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Tabela 5: Numero total de alteragdes celulares presentes nas células meristematicas de raizes de A. cepa
obtidos para os grupos tratamentos controle negativo, controle positivo e tratamento simultaneo dos

produtos industrializados de H. sabdariffa, pertencente aos fabricantes A e B respectivamente.

Cm) T PA MA  APP PMN  TAC
CN 5 5 7 0 17
0,05 24h 7 6 10 0 23"
48h 7 8 10 1 26"
cp 7 7 11 0 25
CN 4 3 6 1 14
0,1 24h 6 7 4 1 18"
48h 6 9 7 1 23
cp 6 8 8 1 23
CN 4 7 4 1 16
0,2 24h 5 7 5 2 19
48h 8 6 7 2 23"
cpP 7 8 4 1 20

TE — Tempo de exposicdo; PA — Préfase em atraso; MA — Metafase com aderéncia; APP — Anéafase com
ponte ou perda; PMN — Préfase com microntcleo; TAC — Total de alteracGes celulares. Valores seguidos
de asteriscos diferem significantemente pelo teste ¥? dos valores obtidos para o seu respectivo controle
negativo. Fonte: Autora (2019).

Na avaliacdo das alteracdes celulares obtidas para o Hibiscus sabdariffa, na sua
forma natural (Tabela 6) mostram que, assim como nos resultados observados no produto
A, o indice mitdtico de cada concentracdo analisada, nos diferentes tempos de exposicao,
ndo 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.
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Tabela 6: Numero total de alteragdes celulares presentes nas células meristematicas de raizes de A. cepa
obtidos para 0s grupos tratamentos controle negativo, controle positivo e tratamento simultaneo do Ché de
H. sabdariffa.

Cm) T PA MA  APP PMN  TAC
CN 5 4 5 0 14
0,02 24h 3 4 7 0 14
48h 3 3 9 0 15
cp 4 6 11 2 23
CN 3 6 4 0 13
0,04 24h 3 7 4 1 15
48h 4 4 6 0 14
cp 5 7 9 3 24
CN 0 7 5 1 13
0,08 24h 5 6 3 2 16
48h 3 4 6 2 15
cp 5 7 9 3 24

TE — Tempo de exposicdo; PA — Préfase em atraso; MA — Metafase com aderéncia; APP — Anéafase com
ponte ou perda; PMN — Préfase com micronlcleo; TAC — Total de alteracBes celulares. Valores seguidos
de asteriscos diferem significantemente pelo teste ¥? dos valores obtidos para o seu respectivo controle

negativo. Fonte: Autora (2019)

4.2 .Bioensaio com Artemia salina

O Hibiscus sabdariffa na sua forma industrializada e natural na forma de infusdo
de cha, foram submetidos ao bioensaio de letalidade frente a Artemia salina, utilizando
como parametro a metodologia descrita por Meyer et al., e PAREDES et al., (2016), com
modificagdes.

Na Tabela 9, estdo demonstrados as médias e desvio padrdo da porcentagem de

nauplios mortos, frente as concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 mg.L™, dos



34

produtos A e B na sua forma industrializada, e natural de Hibiscus sabdariffa. Utilizando
esses dados, foi gerada uma reta de regressao linear, no programa Excel, e a partir dai
obter a equacao da reta (y=ax+b) e dessa forma, poder determinar a CLso (concentragédo
letal capaz de provocar a mortalidade de 50% dos nauplios).

Testes que avaliam a toxicidade séo 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 biologicos
(BAROSA, 2003). Trata-se de bioensaios muito utilizados em estudos de substancias com
atividade bioldgica, com o objetivo de avaliar interacdes que tais substancias podem ter
com o organismo. (FREITAS DE OLIVEIRA, 2008). Dentre estes ensaios biologicos, o
teste utilizando Artemia salina é bastante eficaz na determinacao de compostos bioativos,
principalmente em extratos de plantas (MEYER et al., 1982; NOLDIN et al., 2003),
sendo utilizado também na avaliacdo da toxicidade geral, citotoxidade, e atividade
inseticida (LEITE et al., 2009), possuindo uma boa correlagdo com outros testes que
avaliam toxicidade oral aguda in vivo. (PARRA et al., 2001).

Tabela 7: Porcentagem de nauplios mortos de A. salina frente a concentragdo dos produtos industrializados

e do ché de H. sabdariffa.

MORTALIDADE %

Produto 1000ppm 500ppm 250ppm 125ppm 62,6ppm
Cha 63,3+5,7  50+10 46,6+5,7 40+10 3,3+10
Produto A 70+ 0 70+ 0 70+ 0
Produto B 46,6+11,5 40+17,3 96,6+5,7 43,3+5,7 33,3+15,2

Néo foi possivel determinar. Fonte: Autora (2019).

A Figura 6, apresenta a reta de regresséo linear, obtida por meio da correlagéo entre

a concentracdo de Hibiscus sabdariffa, industrializado e natural na forma de flores
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desidratadas, e o percental de letalidade de Artemia salina. A titulo de adequacéo, alguns

valores extremos da concentracdo em estudo, foram retirados.

Figura 4: Reta de regressao obtida da correlacdo entre % mortalidade de A. salina versus a concentragédo

do H. sabdariffa industrializado, pertencente ao (a) cha; (b) fabricante A; (c) fabricante B.
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Meyer et al., (1982), afirma que em avaliacdes de toxicidade de compostos ativos,
utilizando A. salina que apresentarem o valor da CLso inferior a 1000 pg/mL™ considera-
se esse composto como tdxico. Os resultados apresentados nos graficos acima mostram
que, para o hibisco industrializado pertencente ao fabricante A, ndo foi possivel
determinar a CLso, pois essa concentragao fica abaixo da menor concentragéo testada, ou
seja CLs0<62,5ppm. Obteve-se CLso=123,75ppm para o produto B e CLso de 417,7ppm
para a infusdo de cha. Por apresentarem uma CLso abaixo de 1000 mg.L?, esses produtos
apresentam compostos biologicamente ativos. (SANTOS; DAIVID; DAIVID, 2011).

De acordo com DOLABELA (1997), compostos que possui uma CLso<80 mg.L?,
sdo tidos como altamente toxicos, os que apresentam CLso entre 80 mg.L % e 250 mg.L™,
sdo considerados moderadamente toxicos e com um CLso>250 mg.L™, possuem baixa ou
nenhuma toxicidade. Levando em consideragédo os parametros apresentados, os resultados
mostram que o Hibiscus sabdariffa industrializado pertencente aos fabricantes A e B,
apresentam moderada toxicidade. A infusdo de chad apresenta baixa ou nenhuma
toxicidade frente ao bioensaio com A. salina, pois os valores da CLso permaneceram
acima de 250 mg.L ™.

O bioensaio com A. salina, é tido como um teste eficaz na determinacéo de atividade
em produtos bioativos, sendo usado também como um ensaio prévio para identificacdo
de atividade antitumoral (ARCANJO et al., 2012). Em estudos para determinar a
toxicidade preliminar, 0 mesmo teve sua eficacia comprovada quando o0 mesmo produto
testado, foi submetido posteriormente a testes de toxicidade com camundongos
portadores de carcinoma, e apresentou atividade antitumoral, o que comprovou que

compostos moderadamente tdxicos em A. salina, apresentam atividade antitumoral
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significante (SILVA; LIMA, 2008). Estudos iniciais de avaliacdo toxicologica 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 seguranca aos
testes de toxicidade preliminar realizados com esse bioensaio, pois asseguram 0s

resultados obtidos, fornecendo confiabilidade a estudos como esse.
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5. CONCLUSAO

Nas condicbes estudadas, as concentracfes de Hibiscus sabdariffa analisadas na
forma natural e industrializada, pertencente ao fabricante A, ndo apresentaram
citotoxicidade, quando expostos ao bioensaio com Allium cepa. Quando foram expostos
simultaneamente a substancia clastogénica utilizada, apresentaram efeito protetor de
danos causados por essa substancia demonstrando acdo antimutagénica, controlando de
forma eficaz tanto o efeito inibidor da divisdo celular, como as alteracdes a nivel
cromossémico. O produto industrializado do fabricante B mostrou citotoxicidade frente
ao sistema teste vegetal A. cepa e quando associado ao paracetamol potencializou o efeito
citotoxico e mutagénico nas células meristematicas da raiz de A. cepa, induzindo um alto
efeito antiproliferativo. Dessa forma, podemos afirmar que, o Hibiscus sabdariffa
produzido pelo fabricante B € constituido de compostos que alteram seus efeitos,
ocasionando alteracGes no ciclo celular, que pode interferir diretamente no organismo
daqueles que fazem uso desse produto.

A avalicdo da toxicidade frente ao bioensaio com A. salina, mostrou que as
concentragOes 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 populacdo para fins medicinais, porém é
necessario um pouco de cuidado ao consumi-la na forma industrializada, tento em vista
que alguns compostos excipientes adicionados ao produto, no processo de
industrializacdo, podem ser responsaveis pelo aumento da toxicidade desses produtos.
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