
 

1 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM DESENVOLVIMENTO E INOVAÇÃO 

TECNOLÓGICA EM MEDICAMENTOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

ALESON PEREIRA DE SOUSA 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliação da toxicidade e determinação das atividades biológicas dos 

flavonóides vitexina, tilirosídeo e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi: estudos 

in silico, in vitro e ex-vivo 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JOÃO PESSOA – PB 

2022 



 

2 

ALESON PEREIRA DE SOUSA 

 

 

 

 

 

 

Avaliação da toxicidade e determinação das atividades biológicas dos flavonóides 

vitexina, tilirosídeo e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi: estudos in silico, in vitro e ex-vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós- 

graduação em Desenvolvimento e Inovação 

Tecnológica em Medicamentos, como 

requisito para a obtenção do título de 

Doutor em Desenvolvimento e Inovação 

Tecnológica em Medicamentos. Área de 

concentração: Ensaios Pré-Clínicos e 

Clínicos. 

 

 

 

 
ORIENTADORA: Profa. Dra. Rita de Cássia da Silveira e Sá 

COORIENTADOR: Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho 
 

 

 

 

JOÃO PESSOA – PB 

2022 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

PARECER DA BANCA DE EXAMINADORA DE DEFESA DA TESE 

Tese de Doutorado avaliada em 17 / 08 / 2022 

A Banca Examinadora considera o candidato APROVADO. 

 

 

 

____________________________________________________________________ 

Profa. Drª. Rita de Cássia da Silveira e Sá 

Universidade Federal da Paraíba 

Orientadora 

 

 

 

____________________________________________________________________ 

Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho 

Universidade Federal de Campina Grande 

Coorientador 

 

 

_______________________________________________________________ 

Profª. Drª. Raline Mendonça dos Anjos 

Universidade Federal de Campina Grande 

Examinadora Externa à Instituição 

 

 

_______________________________________________________________ 

Profª. Drª. Rosália Severo de Medeiros 

Universidade Federal de Campina Grande 

Examinadora Externa à Instituição 

 

 

 

_______________________________________________________________ 

Profª. Drª. Liana Clebia de Morais Pordeus 

Universidade Federal da Paraíba 

Examinadora Interna à Instituição 

 

 

_______________________________________________________________ 

Profª. Drª. Hilzeth de Luna Freire Pessoa 

Universidade Federal da Paraíba 

Examinadora Interna à Instituição 
 



 

DEDICATÓRIA 

 

 

Aos meus pais Luzia Meiridark Pereira Torres de Sousa e José Gomes de Sousa, 

por todo apoio e por sempre estamparem sorrisos de satisfação nas minhas constantes 

buscas de aperfeiçoamento profissional. Ao meu irmão Anderson Israel Pereira de Sousa e 

minha prima Sayonara Torres de Lucena pelo suporte e torcida nessa etapa profissional tão 

importante. A minha perseverança e paciência de plantar e colher os frutos do trabalho veio 

sempre dos ensinamentos de vocês.  

A Guilherme Coutinho Guimarães, pelo encorajamento a enfrentar os desafios no 

período de construção desse trabalho, pelo acolhimento, suporte e companherismo em mais 

uma etapa profissional, obrigado por passar sempre toda essa segurança e tranquilidade que 

eu necessitei para concluir essa etapa. 

Dedico. 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

 

Os grandes desafios de saúde que estamos vencendo atualmente são frutos da luta 

constante e diária de profissionais na saúde e cientistas íntegros, éticos e dedidacos a 

cumprir seu papel com a sociedade. A ciência permite a humanidade compreender um 

pouco mais sobre a natureza, tão importante à vida, pois através dela buscamos viver com 

qualidade e harmonia no meio ambiente. 

Agradeço primeiramente a Deus por apontar o caminho e pela oportunidade dada 

para realização deste trabalho, tenho o prazer de colher os frutos desta conquista.  

Agradeço aos cientistas por não perder a fé numa solução, mesmo em meio a 

recursos escassos, buscar fazer o melhor para modificar os problemas que nos rodeiam. 

Presto minhas homenagens aos amigos e familiares vítimas da pandemia de covid-19.  

Gostaria de agradecer a minha família por tudo que sempre me proporcionaram, 

assim tive condições para conquistar esse título. Minha mainha Luzia Meiridark e o meu 

painho José Gomes de Sousa sempre trabalharam muito duro na vida com ética, 

responsabilidade e peserverança para garantir nosso conforto e esperança em dias 

melhores, vocês são a base e exemplo que sigo, muito obrigado. Também agradeço ao meu 

irmão Anderson Israel e a minha prima Sayonara Torres de Lucena por toda torcida que 

sempre teve para que eu alcance os meus objetivos profissionais, obrigado. 

Agradeço a Guilherme Coutinho que em mais uma etapa profissional esteve do meu 

lado, me dando todo apoio e suporte necessário para enfrentar a seleção de doutorado e 

seguir com a jornada de viagens para disciplinas e experimentos, obrigado por estar desde 

o início ao fim desta etapa ajudando nas horas difíceis, pelo acolhimento de sempre na 

minha segunda morada, a cidade de João Pessoa, que se tornou a morada do meu coração. 

Saiba que serei eternamente grato por tudo. 

 Também sou grato a minha antiga equipe de trabalho no laboratório Para Exame, 

coordenado pela Dra. Maria José de Medeiros e minhas amigas de desafios diário na 

bancada: Elitânia, Osivânia, Patrícia, Daniely, Jacilene, Lila e todos os demais integrantes. 

Agradeço toda calma, apoio e torcida para realização da minha transição do mercado de 

trabalho para o doutorado. 

Quero agradecer a todos os meus amigos, em especial aos amigos do mestrado de 

Biologia Celular e Molecular da UFPB, pois nunca soltamos as mãos uns dos outros, 



 

mesmo acabando a etapa de mestrado. À Mayara Karla que me apresentou minha 

orientadora Profª Rita e me incentivou a fazer o projeto para tentar a seleção de doutorado, 

serei sempre grato por todo o apoio. Aos queridos e hospitaleiros doutores de bioquímica 

pela UFRN: Diana Pontes, Giulian César e Sarah, vocês abriram a porta da casa e do 

coração em tantas disciplinas que paguei na UFRN, e sempre torceram e me acolheram; 

sou muito grato pela amizade de vocês. À Franciele e Vanessa, pois fomos os três últimos 

da nossa turma de mestrado que conseguiram ingressar em programas de doutorado, nossas 

conversas sobre os desafios do mercado de trabalho e as particularidades nas nossas vidas 

pessoais sempre me deixavam amparado. À Larissa Rodrigues, que junto a Mayara Karla, 

sempre estivemos viajando para as disciplinas do doutorado, estudando e fazendo ciência, 

obrigado por me ensinar tantas coisas, te admiro muito. À Laísa Vilar que foi uma 

inspiração para nossa turma de mestrado, sendo a primeira a ingressar no doutorado, se 

transformando em uma pesquisadora formidável na área de microbiologia, por todo o 

suporte no período da pandemia em colaborar com meus trabalhos fazendo com que estes 

fossem publicados em boas revistas científicas; nas infinitas orientações e correções de 

textos; no apoio e conversas que me ajudaram a levar com mais leveza o doutorado, muito 

obrigado.  

Faço de forma especial um agradecimento à minha amiga Marília Marinho de 

Lucena que sempre esteve junto de mim, dividindo a carga dos desafios pessoais e 

profissionais na nossa amizade tão bonita, obrigado por todos os conselhos e conversas tão 

edificantes em nosso dia a dia. 

Agradeço a Vanessa Morais, minha amiga de doutorado. Ela foi um presente que 

recebi no momento da seleção, obrigado por dividir o curso dessa etapa comigo. Aos 

demais amigos que sempre estiveram comigo na expectativa e torcida para realização desta 

etapa (Nair Andrade, Júnior Antero, Niedja Alves e André Gomes). Sei que vocês sempre 

torcem por mim e apoiam minhas conquistas, agradeço o carinho e amizade. 

Ainda sobre a construção do trabalho, agradeço aos nossos colaboradores a Profª 

Drª. Maria de Fátima Vanderlei e suas doutorandas: (Maria Denise, Diégina Araújo e 

Micaely Oliveira) por me ajudarem a seguir com a pesquisa em produtos naturais que 

enriquece nosso patrimônio genético e valoriza nossos recursos naturais, obrigado pela 

parceria. Também agradeço ao colaborador Dr. Helivaldo Diógenes da Silva Souza, toda 

sua contribuição nas discussões sobre as particularidades das características químicas que 

as moléculas desempenhavam na pesquisa.  



 

 O doutorado me permitiu ter a oportunidade de estágio docente com os melhores 

professores em Citopatologia da UFPB, agradeço os professores Dra. Luciene Simões e 

Dr. Adriano Alves por toda troca de conhecimento nesse período de aulas que estivemos 

juntos. 

Agradecimento em especial ao Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho que 

aceitou meu pedido de colaboração, tornando-se meu coorientador, que abriu as portas do 

seu laboratório (Lafbim - UFCG) e cedeu seu tempo e estrutura, contribuindo 

significativamente para restruturação do trabalho quando tive que passar por obstáculos. 

Carregarei o exemplo de pessoa e profissional que você me passou neste tempo enquanto 

seu orientando no doutorado, muito obrigado! 

Também serei eternamente grato à Profª. Drª. Rita de Cássia da Silveira e Sá pela 

oportunidade de ter sua orientação, por confiar e me proporcionar a liberdade necessária 

para conduzir o trabalho e buscar as parceirias que enriqueceram o desenvolvimento da 

pesquisa. Agradeço os conselhos e por conduzir os rumos necessários para nosso êxito na 

conclusão do projeto. Muito obrigado! 

Devo lembrar-me de todos os bons amigos e servidores que fazem parte das 

instituições federais onde desenvolvi meu doutorado: no laboratório (Lafbim-UFCG), aos 

técnicos Aline e Eduardo; na coordenação do (DITM - UFPB), aos secretários Yago e 

Adriana; na coordenação (DITM – UFRN), ao secretário Guilherme; na coordenação do 

(DITM – UFRPE), ao secretário Fernando Campos; aos membros da coordenação do 

(DITM – UFC), obrigado. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O Ser Humano é parte de um todo 

chamado por nós de 'universo', uma parte 

limitada no tempo e no espaço. 

 

Ele experiencia a si mesmo, seus 

pensamentos e sentimentos, como alguma 

coisa separada do resto... uma espécie de 

ilusão de sua consciência. 

 

Essa ilusão é uma prisão para nós, 

restringindo-nos a nossos desejos pessoais 

e à afeição por algumas pessoas próximas. 

 

Nossa tarefa deve ser a de nos libertar 

desse cárcere, ampliando o nosso círculo 

de compaixão para envolver todos os seres 

vivos e toda natureza.”  

(Albert Einstein) 

 



7 

 

RESUMO 

 

As terapias complementares, que utilizam plantas medicinais e fitoterápicos, são bastante 

comuns no Brasil. Dentre as várias espécies vegetais brasileiras utilizadas em tais terapias 

destacam-se as espécies da família Malvaceae. O presente estudo teve como objetivo 

investigar a biodisponibilidade, toxicidade, fator de proteção solar e determinação do 

potencial antibacteriano e genotóxico dos flavonoides vitexina, tilirosídeo e 5,7-dihidroxi-

3,8,4'-trimetoxi (Pg-1), isolados de espécies da família Malvaceae, a partir de estudos in 

silico, in vitro e ex vivo. As estruturas químicas e as propriedades bioativas previstas foram 

analisadas in silico através de softwares. Os ensaios in vitro e ex-vivo que utilizaram 

amostras humanas foram realizados de acordo com o Código de Ética da Associação 

Médica Mundial e foram aprovados por Comitê de Ética competente (protocolo número: 

3.621.284). A análise in silico das estruturas químicas das moléculas e das propriedades 

bioativas previstas demonstra que a vitexina e o Pg-1 apresentam estabilidade entre suas 

propriedades hidrossolúveis e lipossolúveis, caracteziando-as como fármacos que possuem 

biodisponibilidade oral e boa absorção. O tilirosídeo possui um perfil mais lipossolúvel, o 

que permite maior permeabilidade nas membranas biológicas. Os testes de toxicidade in 

silico revelaram a potencial eficácia destas moléculas na proteção celular contra os radicais 

livres, além de possíveis atividades biológicas: antimutagênica, anticarcinogênica, 

antioxidante, antineoplásica, anti-inflamatória, anti-hemorrágica e agonista da apoptose. As 

avaliações citotóxics in vitro e genotóxicas ex-vivo detectaram baixas taxas de hemólise 

nas hemácias humanas e reduzida toxicidade celular contra as células da mucosa oral. A 

atividade citotóxica sugere o uso seguro das concentrações das substâncias avaliadas (500-

1000 µg/mL) e demonstra diferentes formas de interação das moléculas com os tipos 

célulares analisados. A CIM evidenciou forte efeito dos flavonoides vitexina, tilirosídeo e 

Pg-1 frente à K. pneumoniae, E. coli e E. fecalis. A CBM revelou que a vitexina possui 

efeito bacteriostático para cepas de K. pneumoniae e E. fecalis; o tilirosídeo apresentou 

efeito bactericida contra cepa de K. pneumoniae; o Pg-1 foi considerado bactericida para as 

cepas de E. fecalis e E. coli, e bacterioestático na cepa de K. pneumoniae. Os dados 

demonstram que a vitexina, o tilirosídeo e o Pg-1 são moléculas seguras para possíveis 

aplicações terapêuticas e seu perfil de toxicidade indica viabilidade para estudos futuros. 

Palavras-chave: Malvaceae, flavonóides, biodisponibilidade, toxicidade, atividade 

antibacteriana, fotoproteção. 
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ABSTRACT 

 

Complementary therapies using medicinal plants and herbal medicines are quite common 

in Brazil. Among several Brazilian plant species used in such therapies, the species of the 

Malvaceae family stand out. The present study aimed to investigate the bioavailability, 

toxicity, solar protection factor and determination of the antimicrobial and genotoxic 

potential of the flavonoids vitexin, tiliroside and 5,7-dihydroxy-3,8,4'-trimethoxy (Pg-1), 

isolated from species of the Malvaceae family, using in silico, in vitro and ex vivo studies. 

The chemical structure and predicted bioactive properties were analyzed in silico using 

software. The in vitro and ex-vivo assays using human samples were performed in 

accordance to the Ethics Code of the World Medical Association and were approved by the 

Ethics Committee (protocol number: 3.621.284). The in silico analysis of the chemical 

structure of the molecules and the expected bioactive properties shows that vitexin and Pg-

1 have oral bioavailability and good absorption owing to their balanced 

lipophilicity/hydrosolubility, while tiliroside has increased lipophilicity resulting in 

increased permeability of biological membranes. The in silico toxicity tests revealed the 

potential efficacy of these molecules in cellular protection against free radicals, in addition 

to possible antimutagenic, anticarcinogenic, antioxidant, antineoplastic, anti-inflammatory, 

anti-hemorrhagic and apoptosis agonist activity. The in vitro cytotoxic and ex-vivo 

genotoxic evaluation detected low rates of hemolysis in human red blood cells and no 

cellular toxicity against oral mucosa cells. The reduction in cytotoxic activity is indicative 

of the safety of the concentrations used (500-1000 µg/mL) and demonstrates different 

forms of interaction of the molecules with the types of cells analyzed. The MIC showed a 

strong effect of the flavonoids vitexin, tiliroside and Pg-1 against K. pneumoniae, E. coli 

and E. fecalis. The MBC revealed that vitexin has a bacteriostatic effect for strains of K. 

pneumoniae and E. fecalis, tiliroside had a bactericidal effect against a strain of K. 

pneumoniae, Pg-1 was considered bactericidal for strains of E. fecalis and E. coli, and 

bacteriostatic in the K. pneumoniae strain. The data suggest that vitexin, tiliroside and Pg-1 

are safe molecules for possible therapeutic applications and their toxicity profile indicates 

that they are promising targets for future studies. 

Keywords: Malvaceae, flavonoids, bioavailability, toxicity, antibacterial activity, 

photoprotection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os fármacos disponíveis no mercado, em sua maioria, são derivados direta ou 

indiretamente de produtos naturais. As plantas medicinais são fontes de substâncias 

bioativas, que possuem grande variedade estrutural de metabólitos, tais como os terpenos, 

os alcaloides, as saponinas, os esteroides, os taninos e os flavonóides (KHAN et al., 2016). 

No mundo, o consumo de frutas, vegetais e o uso das plantas medicinais pela população 

são atividades amplamente difundidas, que, muitas vezes, envolve costumes e 

conhecimentos herdados sobre o efeito nutritivo e curativo destes produtos naturais 

(LUCENA; MELO GUEDES, 2020). 

Os flavonóides são compostos polifenólicos presentes na dieta regular do ser 

humano em alimentos de origem vegetal Essas moléculas possuem uma conformação 

química com grupos hidroxila que facilitam a captação de radicais livres do meio. Tal 

característica permite que os flavonóides desempenhem atividades antioxidante, anti-

inflamatória e anticâncer, e contribuam para a redução do estresse oxidativo e para 

manutenção da saúde (TELES et al., 2015).  

Devido à sua grande diversidade de atividade biológica, os flavonóides são de 

interesse econômico e científico quanto à sua aplicabilidade farmacológica e potencial 

terapêutico. Na literatura científica, estão disponíveis diversos estudos que abragem a 

identificação e propriedades dessas substâncias em diferentes espécies vegetais. As 

espécies Helicteres velutina, Pavonia glazioviana e Waltheria viscosíssima, pertencentes à 

família Malvaceae, vem ganhando destaque, em estudos fitoquímicos, pela presença, em 

especial, de flavonóides (CHAVES et al., 2013), entre eles, a vitexina, o tilirosídeo e o 5,7-

dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi, moléculas com ação antioxidante (FERREIRA et al., 2019), 

larvicida (FERNANDES et al., 2019) e antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2019).  

Especificamente, o tilirosídeo, um flavonóide glicosídico presente nos frutos, folhas 

e raízes, é um dos principais compostos bioativos de H. velutina (GROCHOWSKI et al., 

2018; FERNANDES et al., 2019), conhecido por exercer vários efeitos, como 

antibacteriano e larvicida (PANIZZI et al., 2002), antitrombótico (HAN et al., 2012), 

anticoagulante (GEVRENOVA et al., 2013), hepatoprotetor (GOTO et al., 2012), anti-

inflamatório (JIN et al., 2016), antiobesidade e antidiabético (NINOMIYA et al., 2007) e 

anticâncer (LU et al., 2009). Já o 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi, flavonóide trimetoxilato 

encontrado em P. glazioviana, foi observada atividade larvicida (GUALBERTO, 2013; 
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CASIMIRO-JÚNIIOR, et al., 2013), enquanto a vitexina, um dos constituintes de W. 

viscosíssima, foi relacionada às propriedades antiviral, antioxidante e antineoplásica dessa 

espécie (ZHANG et al., 2015; AN et al., 2015).  

Apesar dos flavonóides vitexina, tilirosídeo e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (Pg-1) 

despertarem grande interesse devido ao seu potencial farmacológico e medicinal, o seu 

perfil toxicológico ainda é pouco investigado. Dessa forma, determinar o nível de 

toxicidade e avaliar o potencial bioativo é importante para o campo de inovação 

tecnológica de fármacos naturais, contribuindo para o enriquecimento do patrimônio 

genético e científico do país.  

Neste estudo, foi realizada a avaliação da toxicidade e a determinação das 

atividades biológicas dos flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1, a partir de uma 

abordagem in silico, utilizando ensaios de análise da estrutura química para a determinação 

das propriedades bioativas preditivas; ensaios de biodisponibilidade oral e de toxicidade 

teórica; estudos in vitro com métodos toxicológicos em células humanas anucleadas 

(citotoxicidade- sistema ABO); a determinação do potencial antibacteriano e fator de 

proteção solar; e a análise ex-vivo com células nucleadas (genotoxicidade da mucosa oral). 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Flavonóides – estrutura e característica 

 

 Os compostos produzidos pelas plantas são divididos em metabólitos primários e 

secundários. Os metabólitos primários fazem parte do metabolismo energético básico e 

incluem as proteínas, os carboidratos e os ácidos nucleicos, que são indispensáveis à sua 

existência. Já os metabólitos secundários possuem sua biossíntese restrita a algumas 

espécies vegetais. Sua produção está relacionada a estratégias de defesa, perpetuação e 

sobrevivência da planta e não ao metabolismo básico, e incluem compostos como 

polifenois, cumarinas, alcaloides, saponinas, quinonas, esteroides, terpenoides, entre outros 

(SILVA et al., 2016). 

Dentre os compostos polifenólicos, ou seja, flavonóides, ácidos fenólicos, lignanas 

e estilbenos, destacam-se os flavonóides devido aos seus diversos efeitos biológicos. São 

substâncias que se apresentam na forma de pigmentos naturais e protegem as plantas contra 

danos causados por agentes oxidantes, como raios ultravioletas (UV). Essas substâncias 

são muito importantes para o desenvolvimento e bom funcionamento dos vegetais, visto 

que permitem uma maior resistência e melhor adaptação às mudanças climáticas e à 

presença de predadores naturais (AHERNE; O’BRIEN, 2002; MARTÍNEZ-FLÓREZ et 

al., 2002).  

Os flavonóides são amplamente distribuídos no reino Plantae, como nas plantas 

medicinais e frutas. São encontrados, por exemplo, em amoras, morangos (Vaccinium 

ssp.), frutas cítricas (Citrus ssp.) e nas nozes; no chocolate (Theobroma cacao), e em 

bebidas derivadas da uva (Vitis vinifera), como vinho tinto, além do chá verde e do chá 

preto (Camelia sinensis) (AHERNE; O’BRIEN, 2002; GORNIAK; BARTOSZEWSKI; 

KRÓLICZEWSKI, 2019). 

Os flavonóides são compostos formados por uma mistura biogenética proveniente 

de rotas metabólicas do ácido chiquímico e acetil-CoA (SIMÕES et al., 2017). Os estudos 

de caracterização química os classificam como compostos de baixo peso molecular que 

compartilham um esqueleto difenilpirano comum (C6-C3-C6) com dois anéis fenil (A e B) 

ligados por um anel C pirano (heterocíclico). Átomos de carbono nos anéis A e C são 

numerados de 2 a 8, e os do anel B, de 2 a 6 (CARTAYA; REYNALDO, 2001) (Figura 1). 

Os flavonóides são responsáveis pela coloração das flores, polinização e filtração de raios 
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solares, que está relacionda à presença de hidroxilas na sua estrutra. As hidroxilas atuam 

no sequestro de íons ferro e de outros metais, conferindo potencial antioxidante, com 

capacidade de captar radicais livres e proteger o vegetal de efeitos deletérios causados por 

agentes físicos, químicos e biológicos no ambiente. (OLIVEIRA et al., 2012; LOPES et al., 

2016).  

 

 

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUÍMICA BÁSICA DOS FLAVONOIDES 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Portanto, devido a estas características, os flavonóides são capazes de reparar danos 

celulares, melhorar a atividade de enzimas nas células endoteliais e reduzir a geração de 

radicais livres (ZHANG et al., 2009), o que justifica a função essencial destas moléculas na 

proteção contra efeitos oxidativos, contribuindo na sua ação terapêutica contra diversas 

patologias (MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2002). Além dos conhecidos efeitos 

antioxidantes, também possuem outras propriedades bioativas como: interação no 

mecanismo de comunicação das proteínas de membranas (junções comunicantes), 

regulação do crescimento celular e indução de enzimas de desintoxicação 

(monooxigenases dependentes do citocromo P-450) (ESTRADA-REYES et al., 2012). 

As atividades bioativas dos flavonóides dependem das propriedades de redução nos 

grupamentos presentes em seus anéis aromáticos. A principal classificação que distingue 

sua estrutura e potencial bioativo foi adotada em categorias diferentes, a saber:  

A. Flavanóis com um anel pirano heterocíclico e um grupo-OH na posição 3 do anel C 
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(por exemplo, a catequina); 

B. Flavonóis com um grupo carbonil na posição 4 e um grupo -OH na posição 3 do 

anel C (por exemplo, a quercetina); 

C. Isoflavonas com um grupo carbonila na posição C-4 do anel C (por exemplo, a 

genisteína); 

D. Antocianidinas com um grupo anexado-OH na posição 3, mas também tem uma 

ligação dupla entre os carbonos 3 e 4 do anel C (por exemplo, o cloreto de cianidina); 

E. Flavanonas com um grupo carbonil na posição 4 do anel C e ausência do grupo 

hidroxila na posição C3 (por exemplo, a diosmetina);  

A estrutura básica dos tipos diferentes de flavonóides (HUBER; RODRIGUEZ-

AMAYA, 2008) estão representados na figura 2. 

 

 

FIGURA 2 - ESTRUTURA QUÍMICA DOS DIFERENTES TIPOS DE FLAVONÓIDES, 

(A) FLAVONÓIS, (B) FLAVANÓIS, (C) ISOFLAVONAS, (D) ANTOCIANIDINAS, 

(E) FLAVANONAS 

 

FONTE: Huber; Rodriguez-Amaya (2008) 
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Estes compostos podem sofrer variadas modificações estruturais ao entrar em 

contato com o organismo, tais como: glicosilação, esterificação, amidação, hidroxilação, 

que irão modular a polaridade e, consequentemente, sua farmacocinética. O seu acúmulo 

pode inativar o papel funcional e aumentar o potencial de toxicidade para o indivíduo 

(FERREIRA et al., 2015). Dessa forma, etapas de estudos que investigam o papel bioativo 

e o menor potencial de toxicidade sobre o organismo são fundamentais para ensaios com 

substâncias candidatas a novos fármacos.  

 

2.1.1 Potencial farmacológico dos flavonóides 

 

Os compostos polifenólicos eram considerados antinutrientes - substâncias 

presentes nas plantas capazes de inibir enzimas digestivas, bloqueando a absorção de 

nutrientes pelo organismo. Assim, devido a alguns efeitos adversos no metabolismo 

humano, essas substâncias não possuíam grande apelo para pesquisa no desenvolvimento 

de medicamentos (SOUSA et al., 2011). 

Entretanto, o conhecimento das propriedades antioxidantes dos fenólicos trouxe um 

novo interesse em relação aos possíveis efeitos terapêuticos. Os flavonóides são atualmente 

as principais substâncias que se destacam através do seu potencial antioxidante, sendo 

descrito em estudos epidemiológicos a eficácia de dietas ricas nestes compostos associadas 

ao baixo risco de doenças cardiovasculares e alguns tipos de câncer (FERREIRA et al., 

2015). 

Os principais flavonóis avaliados nas fontes alimentares são a miricetina, a 

quercetina e o kaempferol, e as flavonas apigenina e luteolina. Essas moléculas são as mais 

amplamente distribuídas nos alimentos, sendo as mais investigadas em estudos sobre 

compostos antioxidantes e anticarcinogênicos. Outros efeitos farmacológicos também têm 

sido atribuídos aos flavonóides como inibição da proliferação celular, anti-inflamatório, 

anti-fibrótico, anticoagulante, antibacteriano, antiaterogênico e antihipertensivo (HUBER; 

RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).  

Os flavonóides presentes nas variadas espécies vegetais são determinados por 

fatores intrínsecos de enzimas controladas geneticamente que regulam a síntese e 

distribuição nas plantas. Além disso, o seu conteúdo é influenciado por fatores extrínsecos, 

como estação do ano, incidência de radiação UV, clima, composição do solo, preparo e 

processamento do alimento (PABÓN-BAQUERO et al., 2018). 
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A radiação solar é absorvida pelos flavonóides na faixa dos comprimentos de onda 

de 280 a 315 nanômetros, agindo como filtro de radiação UV e proteção contra danos nas 

células vegetais. O efeito fotoprotetor foi evidenciado, inicialmente, em estudos utilizando 

extratos de plantas ricos em flavonóides que possuíam alta taxa de proteção UV. 

Recentemente, outros estudos com compostos vegetais, formulações fitoquímicas e 

moléculas isoladas forneceram evidências mais robustas e convincentes de que plantas 

expostas à radiação UV respondem por mudanças na síntese de flavonóides, utilizando o 

efeito fotoprotetor das moléculas (FERREIRA et al., 2015). 

Em estudo realizado por Gliszczynska-Swiglo et al. (2007), por exemplo, foi 

descrito o efeito da radiação solar nos teores de flavonóide em inflorescências do brócolis. 

Após a exposição, foram observados elevados níveis de compostos polifenólicos na 

composição desse vegetal, mostrando uma correlação positiva com a radiação solar e o 

desempenho nutricional dos alimentos (FALLER; FIALHO, 2010). 

Outro efeito farmacológico de grande destaque para os flavonóides compreende o 

seu potencial antimicrobiano: bioatividade que defende a planta/consumidores de infecções 

provocadas por microrganismos externos como parasitas, fungos, bactérias e vírus.  

Para deter a disseminação de patógenos, as plantas possuem imunidade inata que 

envolve diferentes etapas de respostas de defesa e algumas dessas incluem a biossíntese de 

flavonóides (PIASECKA et al., 2015). A grande parte dos estudos que relatam as suas 

propriedades antibacterianas ressalta o efeito contra patógenos de plantas, o que poderia ser 

efetivamente aplicado no combate a patógenos humanos. As atividades antibacterianas dos 

flavonóides usam mecanismos diferentes das drogas comerciais e, portanto, podem ser 

importantes na descoberta de novas terapias contra a ação das bactérias (PANDEY; 

KUMAR, 2013). 

As catequinas têm sido extensamente estudadas por suas propriedades 

antibacterianas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo frequentemente 

associadas aos efeitos antibacterianos e às interações com a membrana celular. 

(REYGAERT, 2014). Em contraste com os efeitos protetores dos flavonóides nas 

membranas em diversos tipos celulares, as catequinas rompem a membrana bacteriana ao 

se ligarem à bicamada lipídica e ao inativarem ou inibirem a síntese de enzimas 

intracelulares e extracelulares. Fathima e Rao (2016) relataram que o modo de ação 

bactericida demonstrado pelas catequinas é uma explosão oxidativa ocasionada pela 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) que causam danos e alterações na 
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permeabilidade da membrana. Assim, os flavonóides tendem a ter como alvo a bicamada 

lipídica, modificando as propriedades físico-químicas para exercer suas bioatividades. 

Como discutido no estudo de Ingólfsson et al. (2014), fitoquímicos de diferentes 

estruturas, como os polifenóis, podem alterar as propriedades da membrana e regular 

biofunções de diversas proteínas presentes na sua constituição. A ação dos flavonóides na 

bicamada lipídica envolve dois mecanismos: o primeiro está associado à ligação das 

moléculas mais apolares no interior hidrofóbico, enquanto o segundo promove a ligação 

através de pontes de hidrogênio entre os grupos de cabeça polares de lipídios e os 

flavonóides mais hidrofílicos localizados na interface da membrana (TSUCHIYA, 2015). 

Além disso, as interações inespecíficas de flavonóides com fosfolipídeos podem induzir 

mudanças estruturais nas propriedades da membrana (espessura e acoplamento de 

moléculas) e modular indiretamente a distribuição/função das proteínas, bem como 

influenciar as propriedades farmacológicas dos próprios flavonóides (ARORA et al., 2012; 

GÓRNIAK; BARTOSZEWSKI; KRÓLICZEWSKI, 2019). 

 

2.2 Espécies vegetais como fonte de flavonóides 

 

 Os flavonóides são compostos encontrados em abundância nas angiospermas, 

dentre as quais se inclui a famíla Malvaceae (MACHADO et al., 2008). A presença de 

compostos fenólicos em espécies que integram essa família é favorecida pela sua 

localização geográfica, que é mais característica de zonas tropicais, com o ambiente 

climático possuindo temperatura média do ar, em todos os meses do ano, superior a 18 ºC. 

Isto gera fatores propícios para o desenvolvimento de uma grande diversidade de plantas, 

embora haja maior desafio para sua adaptação e sobrevivência (FINCH et al., 2017). Entre 

os compostos fenólicos encontrados na natureza, os flavonóides se destacam como as 

principais substâncias ativas presentes nas espécies da família Malvaceae (FERREIRA et 

al., 2019). 

 

2.2.1 Família Malvaceae 

 

 As plantas da família Malvaceae fazem parte de um grupo de famílias que 

compõem a ordem Malvales: Bombacaceae, Sterculiaceae, Tiliaceae e Malvaceae, 

representadas mundialmente por 250 gêneros e 4.300 espécies, distribuídas, 
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principalmente, nas regiões tropicais e subtropicais, que são mais propícias ao seu 

desenvolvimento (FERNANDES-JÚNIOR; KONNO, 2017; CARVALHO et al., 2011).  

 O Brasil é considerado um país tropical com geolocalização que atribui maior 

incidência de radiação solar sobre o seu território, criando um clima propício para o 

desenvolvimento de diversos tipos de plantas (COFFEY; JANSEN, 2019). Na 

biodiversidade brasileira, a família Malvaceae apresenta cerca de 70 gêneros e 783 

espécies. Algumas destas espécies são endêmicas, com distribuição pantropical presente 

em todos os estados brasileiros (MARQUES et al., 2017). 

 Dentre os gêneros com maior representação nesta família, estão os gêneros 

Hibiscus, Sida, Pavonia, Abutilon, Nototriche, Cristaria e Gossypium (GOMES et al., 

2011). Em especial, no presente estudo, foram investigadas as espécies Helicteres velutina, 

Pavonia glazioviana e Waltheria viscosíssima, cuja localização concentra-se nas regiões 

norte e nordeste do Brasil, apesar da W. viscosíssima ocorrer com frequência também nas 

regiões sudeste e centro-oeste (Figura 3). 

 

 

FIGURA 3 - DISTRIBUIÇÃO DAS ESPÉCIES Helicteres velutina, Pavonia glazioviana E Waltheria 

viscosíssima NA AMÉRICA DO SUL 

 

FONTE: Disponível em: www.tropico.org. Data da consulta: 14 de janeiro de 2021. 

 

 

http://www.tropico.org/
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 As plantas pertencentes à família Malvaceae apresentam-se como subarbustos, 

arbustos e árvores, de tamanho pequeno ou médio. Suas folhas são alternas, simples ou 

compostas palmadas, com margens inteiras ou serradas. As flores são hemafroditas ou 

assexuadas, e chamam atenção devido à sua coloração (AGUIAR et al., 2012; ALMEIDA, 

2016). Muitas espécies são largamente usadas na terapêutica como anti-inflamatórios, 

antimicrobianos, antipiréticos e diuréticos, por possuírem classes de substâncias bioativas, 

incluindo esteroides, terpenos, flavonóides e cumarinas (AHMED et al., 2017). O alto teor 

de compostos fenólicos, como os flavonóides, indica um potencial antioxidante natural 

destas plantas. Os antioxidantes estão relacionados à diminuição do estresse oxidativo, 

sendo capazes de retardar ou inibir a oxidação celular. Além disso, reduzem o processo 

inflamatório, preservando as células e evitando efeitos citotóxicos degenerativos (LOPES 

et al., 2016). 

Estudos fitoquímicos realizados em diferentes espécies desta família indicaram a 

presença de vários compostos ativos, com destaque para os flavonóides. Dentre os 

representantes deste grande grupo de compostos secundários e de relevância neste estudo, 

estão os flavonóides 5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-β-glucopiranosideo (vitexina), obtido 

da espécie W. viscosíssima (FERREIRA et al., 2019); Canferol-3-O-β-D-(6”-Ep-

coumaril) glucopiranosideo (tilirosídeo), proveniente de H. velutina (FERNANDES et 

al., 2019), e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi, extraído de P. glazioviana (OLIVEIRA, 

2019). 

 

2.2.2 Helicteres velutina e o tilirosídeo 

 

Dentre os gêneros de plantas que integram a família Malvaceae, destacamos o 

gênero Helicteres L., cujos efeitos biológicos e farmacológicos de algumas espécies têm 

grande utilização na medicina popular. Em regiões tropicais, como América e Ásia, 

encontramos diversas espécies, incluindo H. isora, H. angustifólia e H. hirsute, que são as 

mais frequentes em estudos de fitoquímica e farmacologia (BALOGUN et al., 2015). 

As espécies de Helicteres L. são caracterizadas morfologicamente como arbustos 

ou subarbustos, com flores vistosas, zigomorfas, pediceladas, geralmente pendentes e 

inodoras, e frutos dispostos em cápsulas espirais distintas. Na América, há 38 espécies 

distribuídas pelo continente, entre as quais as mais estudadas cientificamente são: H. saca-

rolha, H. eichleri e H. velutina, as duas últimas endêmicas no Brasil, que é considerado o 
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centro de diversidade deste gênero nas Américas, tendo a ocorrência registrada de 31 

espécies (FERNANDES et al., 2020). 

A espécie H. velutina K. Schum, conhecida como "Pitó", é comumente encontrada 

nas regiões Nordeste e Sudeste do Brasil, sendo utilizada como repelente de insetos pela 

tribo indígena Pankararé (Bahia, Brasil) (Figura 4). Estudos recentes comprovam que a H. 

velutina possui atividade larvicida contra Aedes aegypti (FERNANDES et al., 2018; 

SANTOS et al., 2012). 

 

 

FIGURA 4 - MALVACEAE: Helicteres velutina 

 

FONTE: Disponível em 

http://www.plantsoftheworldonline.org. 

Consulta: 20 de janeiro de 2021 

 

 

Os extratos de partes aéreas da H. velutina têm como composição majoritária os 

flavonóides, cujas atividades biológicas incluem: antioxidante, antibacteriana, anti-

inflamatória e larvicida (FERNANDES et al., 2020). Estudos fitoquímicos realizados por 

Fernandes et al. (2018) evidenciaram a presença do flavonóide Canferol-3-O-β-D-(6”-Ep-

coumaril) glucopiranosideo, também conhecido como tilirosídeo, entre seus 

constituintes (Figura 5). 
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FIGURA 5 - CANFEROL-3-O-Β-D-(6”-EP-COUMARIL) 

GLUCOPIRANOSIDEO – TILIROSÍDEO 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

O tilirosídeo está presente em diversos produtos naturais que possuem um amplo 

espectro de atividades biológicas, a saber: antibacteriana e larvicida (FERNANDES et al., 

2018), antitrombótica (HAN et al., 2012), anticoagulante (GEVRENOVA et al., 2013), 

hepatoprotetora (GOTO et al., 2012), anti-inflamatória (JIN et al., 2016), controle de 

obesidade e diabetes (NINOMIYA et al., 2007), anticâncer e proteção ultravioleta (UV) 

(LU et al., 2009; CHICARO et al., 2004). 

Entretanto, estudos relacionados à toxicidade e ao efeito farmacológico do 

tilirosídeo, de forma isolada, são escassos. Assim, considerando a ampla variedade de 

compostos que as plantas metabolizam e a variação quantitativa e qualitativa destes, 

decorrentes de alterações no ambiente, clima, estresses físicos e químicos, torna-se 

pertinente estudar espécies de uso popular em diversas regiões brasileiras, visando atribuir 

níveis seguros de utilização e determinar seus efeitos farmacológicos. 

 

2.2.3 Pavonia glazioviana e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi 

 

 O gênero Pavonia possui 250 espécies apenas no continente americano, sendo 

considerado um dos maiores gêneros da família Malvaceae, com distribuição em regiões de 

clima temperado e tropical (GUALBERTO, 2013; GARCIA, 2007). No Brasil, foram 

descritos cerca de 120 espécies, distribuídas nas regiões Nordeste e Sudeste, apresentando-

se como ervas, arbustos e árvores de pequeno porte (LOPES, 2014; FERNANDES, 2013). 

Através de estudos fitoquímicos, em diferentes espécies do gênero Pavonia, foram 

isolados compostos biotativos, como alcaloides, flavonóides, saponinas, taninos e 
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terpenoides (CHAVES, 2016; ANDRADE et al., 2012). Além disso, estudos 

farmacológicos revelaram diversas propriedades bioativas, a saber: P. zeylanica L., 

utilizada como vermífuga e purgativa (TIWARI; MINOCHA, 1980); P. distinguenda, 

potencial antibacteriano e antineoplásico em tumores de próstata (MARASCIULO et al., 

2006); P. varians, tratamento de infecções do aparelho digestivo (LEAL, 2018); P. 

zeylanica e P. glazioviana, atividade larvicida (VAHITHA et al., 2002; OLIVEIRA, 2019); 

e P. odorata, ação antioxidante (RAJALAKSHMI; VADIVEL; PUGALENTHI, 2016). 

 A espécie P. glazioviana é caracterizada como um arbusto com folhas ovais e 

margem serreadas (Figura 6). É uma planta endêmica da região Nordeste do Brasil, com 

domínio fitogeográfico na caatinga, encontrada nos estados do Piauí, Ceará e de 

Pernambuco a Bahia (ESTEVES, 2001). É também conhecida como “malva-da-chapada” e 

“tampa-cabaça”, e utilizada como forrageira de animais domésticos e como recurso floral 

para abelhas (MAZZOTTI et al., 2010). Contudo, seu potencial terapêutico é 

desconhecido, com escassez de dados na literatura sobre estudos fitoquímicos e 

farmacológicos. 

 

 

FIGURA 6 - MALVACEAE: Pavonia glazioviana 

 

FONTE: Disponível em 

http://www.plantsoftheworldonline.org. 

Consulta: 20 de janeiro de 2021 
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Em estudos fitoquímicos recentes, desenvolvidos por Oliveira (2019) com a espécie 

P. glazioviana, foi realizado o isolamento de compostos flavonóides, incluindo a 

quercetina, o canferol, a acacetinae, e, de forma pioneira, o 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi 

(Pg-1) (Figura 7). 

 

 

FIGURA 7 - 5,7-DIHIDROXI-3,8,4'-TRIMETOXI – PG-1 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Em pesquisas utilizando outras espécies vegetais, foi evidenciada a extração de 

flavonóides molecularmente análogos ao 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (i.e. 5-hidroxi 

3',4',7-trimetoxi – TMF-1 e 5,7,4'-trimetoxi – TMF-2), que possuem propriedades 

biológicas atribuídas ao seu potencial bioativo como atividades antimutagênica, 

anticarcinogênica, antioxidante e anti-inflamatória (OLIVEIRA FILHO et al., 2015; 

SUDHA et al., 2018). 

 

2.2.4 Waltheria viscosissima e a vitexina  

 

O gênero Waltheria pertence à família Sterculiaceae, que é um membro da 

Malvaceae sensu lato. Há cerca de 50 a 60 espécies identificadas que se apresentam na 

forma de subarbustos perenes com 20 a 50 cm, com raiz profunda, rugosa e bem 

desenvolvida, e ramos eretos com folhas simples (CORRÊA, 1984). As espécies desse 

gênero são nativas, ocorrendo com frequência na Ásia e América, incluindo o Brasil 

(KUBITZKI; BAYER, 2013), com 22 espécies, entre elas, Waltheria indica L., Waltheria 

brachypetala Turks, Waltheria communis A. St. Hil., Waltheria viscosíssima A. St. Hil. 

(LORENZI; MATOS, 2002). 
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A espécie W. viscosíssima A. St. Hil, popularmente conhecida como "malva branca" e 

"malva viscosa", é uma planta rica em óleos essenciais e mucilagem. É nativa da região 

Nordeste do Brasil, sendo utilizada como antitussígena e expectorante (VASQUES et al., 

1999). Apresenta-se como um arbusto perene que alcança 50 cm de altura, com pilosidade 

cinzenta, aveludada e ramos providos de pêlos glandulosos, folhas simples, com floração e 

frutificação por meio de sementes (Figura 8) (MOREIRA et al., 2011). 

 

 

FIGURA 8 - MALVACEAE: Walhteria viscosíssima 

 

FONTE: Disponível em 

http://www.plantsoftheworldonline.org. 

Consulta: 20 de janeiro de 2021 

 

 

A W. viscosíssima se destaca na medicina popular brasileira por suas atividades 

expectorante, antitussígena, emoliente e maturativa de tumores, além de limpar velhas 

úlceras (CORRÊA, 1984). Entre os compostos responsáveis por seu potencial biológico, 

estudos destacam a presença de alcaloides da quinolona (HOELZEL et al., 2005; LIMA et 

al., 2009; CRETTON et al., 2016), triterpenos, fenólicos e flavonóides (MONTEILLIER et 

al., 2017; CARIDADE et al., 2018). 

Em estudos fitoquímicos recentes, foi isolado o flavonóide 5,7,4'-trihidroxiflavona-

8-C-β-glucopiranosideo – vitexina (Figura 9) de partes aéreas e raízes de W. 
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viscosíssima. Foram também identificadas várias atividades biológicas, como antioxidante, 

antibacteriana, antiviral, antineoplásica e anti-inflamatória, além de ação contra larvas de 

Aedes aegypti (PETRUSSA et al., 2013; ZHANG et al., 2015; FERREIRA et al., 2019). 

Ademais, a vitexina possui hidroxilas que promovem maior captação de radicais livres, 

conferindo a esta molécula uma forte ação antioxidante (AN et al., 2015). 

 

 

FIGURA 9 - 5,7,4'-TRIHIDROXIFLAVONA-8-

C-Β- GLUCOPIRANOSIDEO – VITEXINA 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

2.3 Toxicidade de substâncias candidatas a fármacos 

 

Os mecanismos precisos pelos quais os flavonóides exercem seus efeitos benéficos 

à saúde necessitam de estudos específicos para a determinação do curso e da ação de cada 

substância no organismo até desempenhar seu potencial biológico. Vale destacar que os 

parâmetros farmacocinéticos de absorção, distribuição, metabolização e excreção (ADME) 

são importantes para elucidar a forma mais segura de usufruir do potencial bioativo destas 

moléculas. Neste sentido, a pesquisa de potencial bioativo deve estar ligada aos ensaios de 

toxicidade, utilizando métodos diversos e diferentes etapas de experimentação como 

docking/in silico, in vitro, in vivo, entre outros. 

As atividades de pesquisa na área de medicamentos têm passado por constante 

evolução. A descoberta e isolamento de substâncias e o potencial bioativo molecular 

contam com um arsenal de testes pré-clínicos e clínicos, envolvendo experimentos que 

buscam alcançar os padrões de segurança e eficácia exigidos para os fins comerciais 

farmacêuticos (SANTOS; VALE; COSTA, 2017). 
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 O estudo dos candidatos a fármacos pode ser realizado por meio de análises 

computacionais conhecidas como docking ou estudos in silico. Através de softwares e 

modelos matemáticos e estatísticos, realizam-se predições de potencial biológico e 

farmacológico de moléculas em curto espaço de tempo, contribuindo, de forma ágil e com 

menor custo, para a identificação de possíveis alvos farmacêuticos (TOROPOVA, 2017).  

 As metodologias denominadas in vitro, traduzido do latim que significa “em 

vidro”, se aliam à estratégia dos estudos farmacológicos, sendo utilizadas de forma 

sequencial ao in silico. A seleção das moléculas mais promissoras é avaliada em 

metodologias de bancada utilizando tubos e placas com população de microrganismos e 

células limitadas. Esses testes avaliam o potencial biológico de forma rápida, com custo 

relativamente baixo (VELASCO et al., 2011). 

 No método ex-vivo, que significa “fora de um corpo vivo”, os tecidos vivos não 

são criados artificialmente, mas retirados diretamente de um organismo vivo. O ex-vivo 

compreende uma análise mais refinada quanto à resposta dada ao objeto de estudo. Utiliza-

se de análises mais complexas com diversidade celular maior e mais próxima das 

condições in vivo, sendo, no entanto, menos reativo à resposta biológica em tratamentos de 

estresse. Apesar da forma célere nos resultados apresentados por esse método, o custo 

geralmente torna-se oneroso dado à maior complexidade de suas metodologias e 

necessidade de reagentes (EVANS et al., 2013). 

 

2.3.1 Estudo in silico 

 

As moléculas candidatas a fármacos devem possuir promissora atividade biológica 

e um bom perfil de biodisponibilidade. Dentre 10.000 moléculas utilizadas nos estágios 

iniciais de pesquisa, apenas uma consegue chegar à fase de comercialização (BUNNAGE, 

2011). Desta forma, os ensaios que promovem processos de triagem com agilidade, 

eficácia e baixo custo são alternativas viáveis na pesquisa de novas substâncias com 

potencial farmacológico. 

Os modelos in silico são empregados nos estágios iniciais de pesquisas que visam o 

desenvolvimento de moléculas naturais e sintéticas com potencial terapêutico. Esses 

ensaios são usados de forma crescente como triagem preliminar e devem ser associados a 

outros estudos, como in vitro, ex-vivo, e in vivo. Este procedimento visa diminuir a 

quantidade de moléculas avaliadas, otimizando tempo e recursos na identificação de novas 
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substâncias, além de possuir reprodutibilidade, rapidez e exatidão (SRINIVAS et al., 

2014). 

A determinação das propriedades farmacocinéticas de absorção, distribuição, 

metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET), essenciais no estudo dos candidatos a 

novos fármacos, têm sido amplamente estudados por metodologias in silico (TONIN, 

2009). Para tal fim, os medicamentos devem possuir um bom perfil de biodisponibilidade, 

incluindo solubilidade, permeabilidade, lipofilicidade, pKa e estabilidade, que são 

características químicas e estruturais que potencializam a bioatividade (DUCHOWICZ et 

al., 2007). 

  Os parâmetros revelados pelo ADMET têm um papel importante na definição da 

disponibilidade in vivo e os efeitos tóxicos das moléculas em estudo (HANSCH et al., 

2004). Aliado à identificação das propriedades farmacocinéticas, outros softwares buscam 

elucidar, através das informações em bancos de dados científicos, os mecanismos de ação 

de forma teórica e preditiva, com a utilização de ferramentas específicas, como os 

programas Molinspiration, PassOnline, ToxPredict e OSIRIS Property Explorer, que 

acessam ou geram informações a partir de bancos de dados científicos seguros sobre 

moléculas químicas e suas possíveis atividades (KUMAR; RAJAGOPAL, 2015). 

 

2.3.2 Estudo in vitro e ex-vivo 

 

  Os estudos in vitro consistem em métodos rápidos e eficientes para avaliar uma 

série de potenciais bioativos e toxicológicos, fornecendo informações sobre as diversas 

formas de interação entre as substâncias ativas e células humanas ou animais (ARORA et 

al., 2012). As vantagens na utilização dos estudos in vitro incluem a evidência dos efeitos 

primários na interação dos organismos e substâncias ativas com baixo custo, rapidez e alta 

eficiência (HUANG et al., 2010). 

  Existem ensaios in vitro considerados clássicos na determinação da citotoxicidade. 

Os métodos empregados são relativamente simples e consistem em análises 

espectrofotométricas que utilizam marcadores para determinar a viabilidade celular por 

meio da avaliação de integridade das membranas. Vários trabalhos já evidenciaram que 

substâncias bioativas apresentam baixa toxicidade celular e/ou conferem proteção contra 

radicais livres, utilizando métodos convencionais e acessíveis, como o hemolítico e o anti-

hemolítico (WANG et al., 2011). 
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  Atualmente, grande parte dos resultados obtidos in vitro precisam ser validados e 

confirmados in vivo (PAUL et al., 2013). Entretanto, os estudos com animais são caros, 

dispendem muito tempo e levam a muitos impasses éticos (REUS et al., 2012). Assim, os 

ensaios ex-vivo se tornam uma ferramenta alternativa para avaliação de vários parâmetros 

biológicos, incluindo a toxicidade. Por exemplo, em estudos realizados para análise da 

genotoxicidade em células de mucosa oral, foi revelada a interação das substâncias com os 

núcleos celulares causando mutações e degeneração (XU et al., 2013). 

  Em ambas as abordagens in vitro e ex-vivo, é possível utilizar tecidos ou células 

específicas como células escamossas de humanos que são comumente usadas em modelos 

experimentais para identificar o potencial tóxico de produtos farmacêuticos. Os 

procedimentos ex-vivo geralmente envolvem células e tecidos retirados de organismos em 

condições estéreis, sem alterações, para experimentação, por até 24 horas (LELIEVRE et 

al., 2007). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a biodisponibilidade, toxicidade e determinação do fator de proteção 

solar e potencial antimicrobiano e genotóxico dos flavonóides vitexina, tilirosideo e 5,7-

dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (Pg-1), isolados de espécies da família Malvaceae 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Ensaios in silico 

1. Descrever as propriedades farmacológicas, através do software PASS online®, 

relacionadas à atividade anticancerígena, às doenças do sistema reprodutor feminino, 

doenças crônicas e neoplasias do sistema gastrointestinal; 

2. Avaliar a biodisponibilidade oral teórica através do software Molinspiration 

Cheminformatics®; 

3. Determinar a toxicidade teórica, utilizando o software admetSAR®; 

 

Ensaios in vitro 

4. Demonstrar o potencial citotóxico através da atividade hemolítica em eritrócitos 

humanos dos tipos sanguíneos A, B e O; 

5. Aferir a coleção de espectros produzidos no ensaio de atividade foto-protetora pela ação 

produzida das substâncias em estudo; 

6. Avaliar o efeito antibacteriano, quantificando sua Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) in vitro contra cepas: Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Klebsiella 

pneumoniae. 

 

Ensaios ex-vivo 

7. Investigar o potencial genotóxico das substâncias, utilizando o teste de genotoxicidade 

em células de mucosa oral de humanos. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Local da Pesquisa  

 

As atividades de pesquisa experimental foram realizadas no Laboratório de Ensaios 

Toxicológicos (LABETOX) na Universidade Federal da Paraíba (UFPB). As metodologias 

de análise de citotoxicidade in vitro e genotoxicidade ex-vivo foram realizadas em parceria 

com o Laboratório de Fitoterapia, Bioquímica e Microbiologia (LAFBIM), coordenado 

pelo Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho, na Universidade Federal de Campina 

Grande (campus Patos - PB). 

 

4.2 Materiais 

 

4.2.1 Material vegetal 

 

As partes aéreas de P. glazioviana e H. velutina foram coletadas em fevereiro de 

2015, em Jeremoabo (Bahia, Brasil), e identificadas pela Profª Drª Adilva de Souza 

Conceição da Universidade do Estado da Bahia (UNEB). As espécies vegetais foram 

registradas (números de registro: 28709 e 28709-1, respectivamente) e depositadas no 

Herbário da UNEB (HUNEB, Coleção Paulo Afonso). As partes aéreas de W. viscosíssima 

foram coletadas em agosto de 2013, em Santa Rita (Paraíba, Brasil). A planta foi 

identificada pela Profª Drª Maria de Fátima Agra da Universidade Federal da Paraíba 

(UFPB) e, posteriormente, registrada e depositada no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier 

(número MF Agra 21709) da UFPB (João Pessoa, Brasil). 

O material vegetal foi secado a 40 °C, pulverizado e macerado com etanol 95% (5 

L) por 72 horas. A solução de extrato foi evaporada sob pressão reduzida a 40 °C para a 

produção dos extratos etanólicos brutos (EEBs). Em seguida, foi realizada a separação por 

cromatografia líquido-líquido, usando hexano, diclorometano (CH2Cl2)/clorofórmio 

(CHCl3), acetato de etila e n-butanol, o que resultou na obtenção das respectivas frações, 

além da fração hidroalcoólica. As frações diclorometano/clorofórmio foram submetidas a 

procedimentos cromatográficos e espectroscópicos, resultando no isolamento e 

caracterização estrutural dos três flavonóides: vitexina - 5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-β-

glucopiranosideo, tilirosideo - canferol-3-O-β-D-(6”-Ep-coumaril) glucopiranosideo e 5,7-
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dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (Pg-1), conforme descrito na Figura 10.  

 

 

FIGURA 10 - OBTENÇÃO DE EXTRATOS (EEBs), FRAÇÕES DICLOROMETANO/CLOROFÓRMIO 

(FD/FC) E SUBSTÂNCIAS ISOLADAS DE ESPÉCIES DA FAMÍLIA MALVACEAE sensu lato 

 

Legenda: (EEB-Wv) Extrato Etanólico Bruto de Waltheria viscosíssima; (EEB-Hv) Extrato Etanólico Bruto 

de Helicteres velutina; (EEB-Pg) Extrato Etanólico Bruto de Pavonia glazioviana; (FC-Wv) Fase 

Clorofórmica Waltheria viscosíssima; (FD-Hv) Fase Diclorometano Helicteres velutina; (FC-Pg) Fase 

Clorofórmica Pavonia glazioviana.  

FONTE: O autor (2022). 

 

 

Os flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1, com os extratos utilizados durante o 

processo de purificação, descritos neste trabalho, foram cedidos pela equipe da Profª Drª 

Maria de Fátima Vanderlei de Souza (PgPNSB/DITM/UFPB). Informações mais 

detalhadas sobre obtenção e determinação estrutural podem ser consultadas em trabalhos 

anteriores (FERNANDES et al., 2018, FERREIRA et al., 2019, OLIVEIRA, 2019). 

 

4.3 Ensaios in silico 

 

A estrutura química das substâncias vitexina, tilirosídeo e Pg-1 foi obtida na base 

de dados Pubchem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (Figura 11). 
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FIGURA 11 - ESTRUTURAS DOS FLAVONÓIDES VITEXINA, TILIROSÍDEO E PG-1, OBTIDOS DE 

ESPÉCIES DA FAMÍLIA MALVACEAE 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

4.3.1 Propriedades farmacológicas por PASS online® 

 

A previsão dos espectros de atividade das substâncias foi determinada pelo 

software PASS online® (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/). Este software avalia o 

potencial biológico de moléculas orgânicas quando em contato com o organismo humano, 

obtendo previsões simultâneas de múltiplos tipos de atividades biológicas com base na 

estrutura dos compostos em estudo. Os espectros de atividade previstos de um composto 

são classificados como probabilidade de ser ativo (Pa) ou probabilidade de ser inativo (Pi). 

Quando Pa é maior que Pi, o composto é considerado experimentalmente ativo (RAKIB et 

al., 2020). 

 

4.3.2 Biodisponibilidade oral teórica por Molinspiration Cheminformatics® 

 

A avaliação da biodisponibilidade oral teórica das substâncias foi realizada através 

do programa Molinspiration Cheminformatics®, um software gratuito encontrado no 

endereço: http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties (VERMA et al., 2012). Os 

parâmetros descritos para cada molécula são avaliados de acordo com a “Regra dos Cinco” 

de Lipinski (Ro5), que estabelece critérios para compostos contendo boa 

biodisponibilidade oral teórica. Dessa forma, foi estabelecido que os compostos que são 

melhor absorvidos na forma oral possuem: Massa Molar (MM) menor ou igual a 500 
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g.mol-1; máximo de 10 grupos aceptores de ligação de hidrogênio (nON); máximo de 5 

grupos doadores de ligação de hidrogênio (nOHNH); área de superfície polar (TPSA) 

menor ou igual a 140 Å2; coeficiente de lipofilicidade (LogP) menor ou igual a 5,00; 

coeficiente de solubilidade aquosa (LogS) menor ou igual a -4,00, e número de violações 

(nviolations) a Ro5 menor ou igual a 1 (LIPINSKI et al., 1997).  

 

4.3.3 Toxicidade teórica por admetSAR® 

 

Na determinação do potencial toxicológico das substâncias, foi utilizado um 

software gratuito admetSAR® (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/), que verifica, a partir 

de predições, o potencial Toxicidade AMES, Agentes Cancerígenos, Toxicidade Oral 

Aguda e Carcinogenicidade. O admetSAR® baseia-se em um conjunto de fragmentos 

moleculares pré-computadorizados que originam os alertas de toxicidade para cada 

substância analisada (AHMAD et al., 2016). 

 

4.4 Obtenção de hemácias e células de mucosa oral humana 

 

Os ensaios in vitro e ex-vivo foram realizados segundo o Código de Ética da 

Associação Médica Mundial e aprovados pelo comitê de ética (Número do Parecer: 

3.621.284 - Anexo 1). As amostras de sangue dos tipos A, B e O e o esfregaço de mucosa 

oral foram doados por jovens adultos saudáveis de ambos os sexos, com faixa etária de 18 

a 40 anos de idade.  

O processamento da amostra de hemácias e células humanas eucarióticas obedeceu a 

todos os protocolos de segurança de manipulação e descarte de material. A população 

amostral foi constituída de alunos da Universidade Federal de Campina Grande (campus 

Patos - PB) dos cursos de Ciências Biológicas e Odontologia, participantes ativos do 

Laboratório de Fitoterapia, Bioquímica e Microbiologia, coordenado pelo Prof. Dr. 

Abrahão Alves de Oliveira Filho.  
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4.5 Ensaios in vitro 

 

4.5.1 Potencial citotóxico em eritrócitos humanos (sistema ABO) 

 

Alíquotas de sangue humano (tipos A, B e O) foram misturadas com NaCl a 0,9% 

(1:30) e centrifugadas a 2500 rpm por 5 min. Após repetir este procedimento duas vezes, o 

sedimento da última centrifugação foi ressuspenso em NaCl a 0,9% para produzir uma 

suspensão de hemácias a 0,5% livre de leucócitos e plaquetas. Em seguida, 2 mL de 

suspensões de hemácias foram tratadas com a substância teste, nas concentrações de 50, 

100, 500 e 1000 µg/mL. As amostras foram incubadas por 1 h a 22 ± 2 ºC e mantidas em 

agitação lenta e contínua (100 rpm). Posteriormente, foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 

min. A hemólise foi quantificada por espectrofotometria no comprimento de onda de 

absorbância máxima (540 nm), como mostra a figura 12. Uma suspensão de hemácias foi 

utilizada como controle negativo (0% hemólise) e outra suspensão de hemácias com Triton 

X-100 a 1% foi usada como controle positivo (100% hemólise) (RANGEL et al., 1997). 

Cada teste foi realizado em triplicata e os dados foram expressos em porcentagens de 

hemólise que representam a média aritmética de três medidas. 

 

FIGURA 12 - AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE EM ERITRÓCITOS HUMANOS 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 



46 
 

4.5.2 Determinação do fator de proteção solar (FPS) 

 

Na determinação do fator de proteção solar (FPS), foi utilizado o método 

espectrofotométrico de amostras em solução adaptado por Mansur et al. (1986). O método 

propõe a análise das soluções contendo substâncias testes em quatro diferentes 

concentrações (50, 100, 500 e 1000 µg/mL), alcançando o volume final de 2 mL na análise 

do FPS com diluição em etanol. Para tanto, as frações foram previamente solubilizadas em 

água deionizada, levadas ao vórtex e diluídas em solução alcoólica (álcool etílico PA).  

As soluções foram submetidas às leituras de suas absorbâncias, de cinco em cinco 

nm, utilizando-se cubetas de quartzo em espectrofotômetro na faixa do UV (290 a 320 

nm). Em seguida, os valores de absorbância obtidos foram substituídos na equação 

adaptada por Mansur et al. (1986), que relaciona o produto entre o efeito eritematógeno 

(EE) e a intensidade da radiação (I), que é constante em cada comprimento de onda. Os 

testes foram feitos em triplicatas, conforme a figura 13. 

 

 

FIGURA 13 - DETERMINAÇÃO DO FATOR DE PROTEÇÃO SOLAR (FPS) 

 

FONTE: O autor (2022) 
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Equação matemática utilizada no método de Mansur et al. (1986): 

 

Onde: FC = fator de correção (= 10); 

EE(λ) = efeito eritematógeno da radiação solar em cada comprimento de onda (λ); 

I(λ) = intensidade da radiação solar em cada comprimento de onda (λ); 

Abs(λ) = leitura da absorbância obtida da amostra em cada comprimento de onda (λ). 

 

4.5.3 Avaliação do potencial antibacteriano 

 

4.5.3.1 Cepas bacterianas e meios de cultura 

 

As cepas de bactérias de interesse clínico foram cedidas pelo Prof. Dr. Abrahão 

Alves de Oliveira Filho. As bactérias (Staphylococcus aureus - ATCC 29213, 

Enterococcus faecalis - ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa - ATCC 9027, Klebsiella 

pneumoniae – KP41 e Escherichia coli - ATCC 8539) foram mantidas em Ágar Müller-

Hinton (MH) a 4ºC. Os inóculos foram obtidos a partir de culturas overnight em MH a 

37ºC e diluídas em solução salina estéril para obter concentração final de aproximadamente 

1,5 x 105 unidade formadoras de colônias por mL (UFC / mL), ajustado pela turvação 

quando comparado com o padrão 0,5 da escala McFarland (BONA et al., 2014). 

 

4.5.3.2 Isolamento e preparação do inóculo 

 

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliação da atividade 

antimicrobiana foram o caldo MH e o ágar MH, adquiridos na Difco® e preparado de 

acordo com as instruções do fabricante. A obtenção do inóculo, colônias obtidas de 

repiques recentes, mantidas em meio Brain Heart Infusion (BHI), foram suspensas em 

solução de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o padrão 0,5 de McFarland para 

obtenção de 1,5 x 105 unidades formadoras de colônias UFC / mL (FREIRE et al., 2014), 

conforme visto na figura 14. 
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FIGURA 14 - PREPARAÇÃO DE INÓCULO DAS CEPAS BACTERIANAS 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

4.5.3.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Os ensaios para determinação de atividade antibacteriana do tilirosídeo, vitexina e 

Pg-1 foram realizados conforme os protocolos da CLSI (2015). As substâncias foram 

pesadas e preparadas imediatamente antes do uso através de solubilização em dimetil-

sulfóxido (DMSO) a 5% e tween 80 a 2%, completando-se o volume final com água 

destilada esterilizada de forma a se obter emulsões nas concentrações necessárias para 

realização dos experimentos. 

A CIM das substâncias foi determinada utilizando a técnica da microdiluição em 

caldo e placa para cultura de células (TPP/SWITZERLAND/EUROPA), contendo 96 

poços. Foram distribuídos 100 μL de caldo BHI nos poços para microdiluição, e 100 μL 

das substâncias foram dispensados nas cavidades com diluição seriada a uma razão de dois, 

dos quais foram obtidas concentrações de 1024 μg/mL a 0,015 μg/mL. Por fim, foi 

adicionado 10 μL das suspensões das cepas bacterianas (1,5 x 107 UFC/mL) nas cavidades. 

O ensaio foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas a 35 ± 2 °C por 24 h. 

Também foram realizados os controles de viabilidade das cepas, esterilidade do meio de 

cultura e diluentes, em paralelo (CLSI, 2015).  

Após o tempo de incubação, foram adicionados 20 µL de resarzurina sódica (Sigma-

Aldrich®), na concentração de 0,01 % (p/v). As placas foram novamente incubadas a 35 ± 

2 °C por 20 min, para posterior leitura dos ensaios, observando a mudança de coloração 

nos poços de azul para rosa, o que indica crescimento bacteriano. A CIM para cada produto 
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foi definida como a menor concentração capaz de inibir visualmente o crescimento do 

microrganismo e/ou verificado pela permanência da coloração do corante indicador de 

crescimento (ELSHIKH et al., 2016) (Figura 15). 

 

 

FIGURA 15 - DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

A susceptibilidade das espécies bacterianas no estudo das substâncias testes foi 

interpretado e considerado como ativo ou inativo, conforme os seguintes critérios: 50-500 

μg/mL= forte/ótima atividade; 600-1500 μg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 

μg/mL=fraca atividade ou produto inativo (HOLETZ; HOMES; STEVENTON, 2002; 

SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007). 

 

4.5.3.4 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

Após a leitura dos resultados da CIM, foram retiradas alíquotas de 10 μL de três 

diluições a partir da CIM (CIM x 2, CIM x 4 e CIM x 8) para o caldo MH (100 

μL/cavidade) em placa de microdiluição para a determinação da CBM. O ensaio foi 

realizado em triplicata. Após a incubação a 35 ± 2 °C por 24 h, foram adicionados 20 μL 
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de resarzurina. Os ensaios foram incubados a temperatura de 35ºC por 20 min para 

confirmação da concentração capaz de inibir o crescimento total das espécies bacterianas, 

verificado por uma não mudança da coloração do corante indicador (GUERRA et al., 

2012). A CBM foi definida como a menor concentração capaz de causar completa inibição 

do crescimento bacteriano (SILVA et al., 2020) (Figura 16). 

 

 

FIGURA 16 -  AVALIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA 

 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

A interpretação dos dados da CBM consiste na avaliação da morte de cepas 

bacterianas por completo, classificando os resultados em: bacteriostático, quando inibir o 

crescimento bacteriano sem causar morte imediata (> 1024 μg/mL), efeito considerado 

reversível; e bactericida, com ação de eliminação completa de forma irreversível da cepa 

bacteriana (< 512 μg/mL) (SANTURIO et al., 2007). 

 

4.6 Ensaios ex-vivo 

 

4.6.1 Investigação do potencial genotóxico em células de mucosa oral de humanos 

 

As células epiteliais foram coletadas no lado esquerdo ou direito da mucosa oral 

por meio de uma cytobrush (amostra endocervical/coletor de células), considerada o 

instrumento mais adequado para a obtenção de células esfoliadas (KASSIE et al., 2001). 

As células foram mantidas em tubo com 5 mL de NaCl 0,9% (meio de preservação celular) 
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até o preparo das lâminas. As células controle foram divididas em dois grupos: tratadas 

com peróxido de hidrogênio (0,0005%) (controle positivo) e aquelas que não receberam 

tratamento (controle negativo). 

As células foram lavadas duas vezes em solução salina, centrifugadas por 10 min a 

1.500 rpm e, a seguir, mantidas em 5 mL de solução salina. As amostras foram lavadas 

mais uma vez e expostas ex-vivo às substâncias testes nas concentraçoes de 50, 100, 500 e 

1000 µg/mL, por 30 min. Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. 

Antes do preparo dos esfregaços, as células homogeneizadas em vórtex foram colocadas 

sobre lâminas, secas à temperatura ambiente, e fixadas em metanol:ácido acético (3:1) por 

15 min (CERQUEIRA et al., 2004; THOMAS et al., 2008).  

As lâminas foram mantidas em temperatura ambiente por 12 h. Após este período, 

foram imersas em água destilada por 1 min e coradas em Giemsa 2% para análise em 

microscopia óptica (GABRIEL et al., 2006). A toxicidade celular foi avaliada pela 

presença de indicadores celulares, como micronúcleo, binucleação, cariólise, cariorrexe e 

macronúcleo (CARRARD et al., 2007; SPONCHIADO et al., 2016). Aproximadamente 

1000 células foram analisadas por lâmina (Figura 17). 

 

FIGURA 17 -  AVALIAÇÃO DA GENOTOXICIDADE EM CÉLULAS DE MUCOSA ORAL 

FONTE: O autor (2022) 
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4.7 Análise estatística 

 

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em 

porcentagens que representam a média aritmética de três medidas. Os dados foram 

analisados por meio da Análise de Variância (ANOVA) de uma via e do teste post hoc de 

Bonferroni. Os testes foram realizados no software GraphPadPrism (versão 6.0 para 

Windows, San Diego, CA-USA). As diferenças foram consideradas significativas quando 

P ≤ 0,05. 

 



53 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados e 
Discussão 

 
 
 
 



54 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os dados obtidos neste estudo foram organizados de forma a facilitar a análise das 

propriedades toxicológicas e farmacológicas dos flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1, 

oriundos das espécies W. viscosíssima, H. veluitna e P. glazioviana, respectivamente. 

Portanto, nesta seção, os resultados apresentados e as suas respectivas discussões serão 

estruturados em etapas envolvendo a determinação do perfil toxicológico preditivo in 

silico; a avaliação in vitro da citotoxicidade, a determinação do fator de proteção solar e do 

potencial antibacteriano; e a análise genotóxica ex-vivo em células de mucosa oral de 

humanos.  

 

5.1 Análises in silico dos flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1 

 

 

 Os resultados expostos referentes à análise in silico dos flavonóides estão 

relacionados à publicação dos artigos científicos disponíveis nos anexos 2, 3 e 4. 

 

5.1.1 Propiedades farmacológicas 

 

A análise preditiva das propriedades bioativas da vitexina, tilirosídeo e Pg-1 

demonstra que as moléculas possuem uma probabilidade de ativação (Pa) em relação aos 

valores de probabilidade de inativação (Pi) para diversas atividades biológicas e 

antineoplásicas.  

Os dados revelaram que todos os flavonóides analisados apresentaram alta 

probabilidade de ativação (Pa: > 0,700) para as atividades: antimutagênica, antineoplásica, 

antioxidante e agonista de apoptose. O tilirosídeo se destaca com o melhor potencial de 

ativação para atividade anti-inflamatória (Pa: 0,759; Pi: 0,009) e anticarcinogênica (Pa: 

0,986; Pi: 0,001). A vitexina possui melhor ativação para atividade anti-hemorrágica (Pa: 

0,826; Pi: 0,002), e o Pg-1, em especial, tem menor atividade de antagonistas para 

apoptose de células (Pa: 0,211; Pi: 0,104), como descrito na Tabela 1. 
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TABELA 1 - PROPRIEDADES BIOATIVAS in silico DA VITEXINA, DO TILIROSÍDEO E DO PG-1 

Parâmetro Vitexina Tilirosídeo Pg-1 

 Pa Pi Pa Pi Pa Pi 

Antihemorrágico 0,826 0,002 0,736 0,002 0,528 0,003 

Anti-inflamatório 0,606 0,030 0,759 0,009 0,706 0,015 

Anticarcinogênico 0,866 0,003 0,986 0,001 0,675 0,010 

Antineoplásico 0,836 0,008 0,837 0,008 0,778 0,015 

Antimutagênico 0,820 0,004 0,763 0,004 0,925 0,002 

Antioxidante 0,780 0,004 0,910 0,003 0,715 0,004 

Agonista de apoptose 0,737 0,012 0,790 0,009 0,887 0,005 

Antagonista de apoptose 0,251 0,066 0,340 0,015 0,211 0,104 

 
Pa: Probabilidade de ativação, Pi: Probabilidade de inativação. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

De acordo com Luca et al. (2016), os flavonóides são moléculas com um importante 

valor biológico devido à sua diversidade de aplicação farmacológica (por exemplo, sua 

ação antioxidante, anti-inflamatória e imunológica). Eles encontraram uma correlação entre 

o consumo de alimentos e algumas enfermidades, uma vez que uma dieta rica em 

flavonóides tem sido associada a riscos reduzidos de várias doenças crônicas. Os resultados 

da análise in silico deste estudo mostram os possíveis efeitos benéficos do tilirosídeo em 

vários processos patológicos, indicando que estão de acordo com achados anteriores. 

Estudos in silico e in vitro com Vitex peduncularis evidenciaram possíveis 

atividades terapêuticas, como antinociceptiva, anti-helmíntica, anti-eczema, 

antiprotozoária, anti-hipercolesterolêmica, hepatoprotetora, antiulcerativa, anti-artrítica, 

antiprurítica e anti-seborreica, além de efeitos potenciais antimutagênicos (Pa: 0,820 - Pi: 

0,004) e anti-hemorrágicos (Pa: 0,826 - Pi: 0,002) (AUNIQ et al., 2019) da vitexina e de 

outros flavonóides isolados dessa espécie, dando também suporte adicional para nossos 

resultados iniciais. Além disso, a previsão das propriedades bioativas do Pg-1 corrobora as 

análises in silico de dois análogos (TMF1 e TMF2) que exibem propriedades biológicas 

semelhantes a esse flavonóide, como as atividades antimutagênica, anticarcinogênica, 

antioxidante, antineoplásica e anti-inflamatória (OLIVEIRA FILHO et al., 2015; SUDHA; 

SRINIVASAN, 2018). 
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Também foi determinada, através da análise in silico, a probabilidade de ação 

farmacológica antineoplásica da vitexina, do tilirosídeo e do Pg-1, para as diferentes 

neoplasias que atingem órgãos dos sistemas tegumentar, gastrointestinal, urinário e 

reprodutor feminino (Tabela 2). 

 

 

TABELA 2 - PROBABILIDADE DE EFEITO ANTINEOPLÁSICO DA VITEXINA, DO TILIROSÍDEO E 

DO PG-1 

Potencial Antineoplásico Vitexina Tilirosídeo Pg-1 

 Pa Pi Pa Pi Pa Pi 

Sistema Tegumentar       

Sarcoma 0,259 0,026 0,216 0,044 0,304 0,017 

Carcinoma 0,196 0,031 0,210 0,028 0,283 0,016 

Melanoma 0,194 0,059 0,230 0,043 0,396 0,012 

Células escamosas 0,174 0,028 0,238 0,017 0,347 0,009 

Sistema Gastrointestinal e 

Urinário 
      

Gástrico 0,208 0,021 0,189 0,028 0,171 0,037 

Pâncreas 0,330 0,040 0,327 0,042 0,268 0,087 

Cólon 0,247 0,044 0,220 0,051 0,351 0,026 

Cólon-retal 0,260 0,045 0,236 0,051 0,372 0,025 

Bexiga 0,220 0,029 0,176 0,077 0,213 0,034 

Renal 0,224 0,028 0,220 0,030 0,167 0,078 

Sistema Reprodutor Feminino       

Cervical 0,325 0,016 0,366 0,012 0,297 0,019 

Útero 0,145 0,039 0,123 0,081 0,181 0,015 

Ovário 0,164 0,051 0,234 0,029 0,335 0,015 

 
Pa: Probabilidade de ativação, Pi: Probabilidade de inativação. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Os dados obtidos revelaram que o Pg-1 apresentou melhor probabilidade de ação 

antineoplásica no sistema tegumentar para efeito sobre o: sarcoma (Pa: 0,304; Pi: 0,017), 
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carcinoma (Pa: 0,283; Pi: 0,016), melanoma (Pa: 0,396; Pi: 0,012) e câncer de células 

escamosas (Pa: 0,347; Pi: 0,009), quando comparado às demais substâncias testadas, i.e. a 

vitexina e o tilirosídeo. A análise ainda evidenciou que o tilirosídeo possui melhor 

probabilidade de atividade farmacológica antineoplásica no combate ao melanoma (Pa: 

0,230; Pi: 0,043) e às células escamosas (Pa: 0,238; Pi: 0,017) do que o apresentado pela 

vitexina. 

Nos órgãos do sistema urinário e gastrointestinal superior, foi observado que a 

vitexina obteve melhor potencial antineoplásico em células da bexiga (Pa: 0,220; Pi: 

0,029), renais (Pa: 0,224; Pi: 0,028), pâncreáticas (Pa: 0,330; Pi: 0,040) e estomacais (Pa: 

0,208; Pi: 0,021). O Pg-1 apresentou efeito sobre células do cólon (Pa: 0,247; Pi: 0,028) e 

na região colón-retal (Pa: 0,247; Pi: 0,044), enquanto o tilirosídeo não demostrou efeito 

antineoplásico significativo nos órgãos analisados, com exceção do câncer colón-retal (Pa: 

0,236; Pi: 0,051) e pancreático (Pa: 0,327; Pi: 0,042). 

O Pg-1 indicou possível efeito de atividade antineoplásica sobre os órgãos do 

sistema reprodutor feminino: útero (Pa: 0,181; Pi: 0,015) e ovários (Pa: 0,335; Pi: 0,015); e 

o tilirosídeo apresentou maior potencial anticâncer para a região cervical (Pa: 0,366; Pi: 

0,012). A vitexina apresentou potenciais menores do que o Pg-1 e o tilirosídeo, embora 

resultados satisfatórios tenham sido descritos para o potencial anticâncer cervical (Pa: 

0,325; Pi: 0,016). 

O desenvolvimento de fármacos naturais com propriedades anticâncer tem ganhado 

espaço em meio aos quimioterápicos sintéticos, que sabidamente apresentam elevado nível 

de toxicidade e causam sérios danos às células saudáveis do organismo. Teoricamente, 

produtos de origem natural, com propriedades antioxidante e anti-inflamatória, poderiam 

auxiliar as terapias tradicionais e interferir com a atividade das células neoplásicas 

(GROCHOWSKI et al., 2018), o que tornaria a vitexina, o tilirosídeo e o Pg-1 opções 

viáveis no combate ao câncer.  

Vários testes in vitro corroboram os resultados descritos para as moléculas 

analisadas neste estudo. Nos órgãos dos sistemas gastrointestinal e excretor, as análises 

realizadas por Rao et al. (2007) mostraram os efeitos do tilirosídeo contra células 

cancerosas do intestino e fígado, enquanto Tsimplouli et al. (2012) evidenciaram o efeito 

anticâncer desse flavonóide sobre células da região cólon-retal. Além disso, a vitexina teve 

o efeito antineoplásico descrito por Xue et al. (2014) no sistema gastrointestinal e por 

Scarpa et al. (2016), na bexiga. Dentre os efeitos descritos para o sistema reprodutor 
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feminino, o estudo realizado por Zhou et al. (2009) destacou a ação anticâncer da vitexina 

no ovário e nas células cervicais. Os dados referentes ao sistema tegumentar são 

respaldados pelo estudo de Rao et al. (2007), que indicou a ação do tilirosídeo contra o 

câncer de células escamosas e o melanoma. A atividade anticâncer foi também observada 

em ensaios com células de carcinoma e fibrossarcoma expostos ao flavonóide 5,4′-

dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona (TMF3), substância estruturalmente semelhante ao Pg-1, 

o que reforça o papel desse grupo de substâncias no combate ao câncer (JAHANIANI et 

al., 2005).  

Apesar dos estudos in silico revelarem o potencial de inibição e proliferação de 

células cancerígenas, com respaldo das análises in vitro, os mecanismos de inibição de 

cada molécula, em relação aos diferentes tipos de câncer citados, necessitam de maiores 

evidências in vivo para a determinação de seus mecanismos de ação. O grande desafio das 

terapias anticâncer é o dano celular e para que este efeito seja minimizado, a busca de 

substâncias naturais antineoplásicas de ação comprovada deve visar à eliminação das 

células doentes, com menor ou nenhum efeito adverso nas células normais (GREENWELL 

et al., 2015). 

 

 

5.1.2 Perfil de biodisponibilidade 

 

 

Os flavonóides estão regularmente presentes na dieta, entretanto sua correta absorção 

sofre ação de misturas complexas. A ingestão oral dos flavonóides passa por modificações 

químicas, dentro do trato gastrointestinal, pelas enzimas digestivas e a microbiota 

residente, e a substância, uma vez absorvida, é metabolizada na parede intestinal, no fígado 

e nos tecidos periféricos (DUARTE; PÉREZ-VIZCAÍNO, 2015).  

Nas pesquisas voltadas para a descoberta de um novo medicamento, o não 

conhecimento adequado sobre os fatores envolvidos na sua produção, como aqueles 

relacionados à avaliação farmacocinética e toxicológica, pode levar ao fracasso o seu 

desenvolvimento. Logo, a definição do perfil famacocinético da molécula e de sua 

toxicidade são parâmetros imprescindíveis para a caracterização da bioviabilidade e dos 

seus efeitos nocivos (OLIVEIRA FILHO et al., 2015).  

Além disso, a compreensão da atuação dos fármacos no organismo permite a 
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identificação de aspectos específicos, desde a sua administração até a sua excreção, que são 

importantes para a determinação da efetividade clínica do medicamento. Neste estudo, a 

partir da investigação do perfil de biodisponibilidade, foi observado que o mecanismo 

farmacocinético da vitexina, do tilirosideo e do Pg-1 sugere a possibilidade de utilização de 

diferentes formas de administração para estes flavonóides.  

De acordo com as propriedades físico-químicas teóricas reveladas pelos flavonóides, 

aqueles que apresentaram biodisponibilidade oral seguem a regra 5 de Lipinski (Ro5), que 

especifica propriedades moleculares significativas para a farmacocinética de compostos no 

organismo. A Ro5 determina os critérios para biodisponibilidade oral: massa molar (MM) 

≤ 500 g/mol, número de aceitadores de hidrogênio (nON) ≤ 10, número de doadores de 

ligações de hidrogênio (nOHNH) ≤ 5 e o número de violações (nViolações) ≤ 1 (LIPINSKI 

et al., 2001).  

A vitexina tem uma massa molar de 432,38 g/mol, total de 31 átomos, nON: 10, 

nOHNH: 7 e nViolations: 1. Outros aspectos teóricos de biodisponibilidade incluem: 

coeficiente de lipofilicidade LogP: 0,52, coeficiente de solubilidade aquosa LogS: - 2,39 e 

a área de superfície polar TPSA: 181,04 Å2 (Tabela 3). 

 

 

TABELA 3 - BIODISPONIBILIDADE FÍSICO-QUÍMICA - VITEXINA 

Parâmetro Vitexina 

nON 10 

nOHNH 7 

nViolations 1 

LogP 0,52 

LogS - 2,39 

TPSA 181 Å2 

 
nON: número de aceptores de hidrogênio, nOHNH: número de 

doadores de hidrogênio, nViolations: número de violações, LogP: 

coeficiente de lipofilicidade, LogS: coeficiente de solubilidade 

aquosa, TPSA: área de superfície polar. 

FONTE: O autor (2022) 
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O flavonóide vitexina apresenta biodisponibilidade oral com propriedade de absorção 

em membranas celulares. Os parâmetros de LogP: ≤ 5,00 e LogS: ≤ - 4,00, caracterizam a 

molécula com parte solúvel em meios polares e lipofílica, conforme estipulado no Ro5 

(LIPINSKI et al., 2001). Os índices justificam uma superfície polar superior ao parâmetro 

adotado para indicação em TPSA para permeabilidade da membrana: ≤ 140 Å2 (SARI et 

al., 2019). 

O tilirosídeo possui massa molar de 594,52 g/mol, total de 43 átomos, nON: 13, 

nOHNH: 7 e nViolations: 3, LogP: 3.49, LogS: - 3,09 e o TPSA: 216,58 Å2 (Tabela 4).  

 

 

TABELA 4 - BIODISPONIBILIDADE FÍSICO-QUÍMICA - TILIROSÍDEO 

Parâmetro Tilirosídeo 

nON 13 

nOHNH 7 

nViolations 3 

LogP 3,49 

LogS - 3,09 

TPSA 216,58 Å2 

 
nON: número de aceptores de hidrogênio, nOHNH: número de 

doadores de hidrogênio, nViolations: número de violações, LogP: 

coeficiente de lipofilicidade, LogS: coeficiente de solubilidade 

aquosa, TPSA: área de superfície polar. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Os dados sugerem que a molécula não possui biodisponibilidade oral segundo Ro5; 

além disso, apresenta LogP: 2,49, LogS: - 3,09 e TPSA: 216,58 Å2, demonstrando que é 

altamente lipofílica com potencial para penetrar membranas biológicas (VEBER et al., 

2002).  

O flavonóide Pg-1 possui massa molar de 344,32 g / mol, total de 25 átomos, nON: 

7, nOHNH: 2 e nViolations: 0, LogP: 3,00, LogS: - 3,52 e o TPSA: 98,37 Å2, (Tabela 5).  
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TABELA 5 - BIODISPONIBILIDADE FÍSICO-QUÍMICA – PG-1 

 

nON: número de aceptores de hidrogênio, nOHNH: número de 

doadores de hidrogênio, nViolations: número de violações, LogP: 

coeficiente de lipofilicidade, LogS: coeficiente de solubilidade 

aquosa, TPSA: área de superfície polar. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

O Pg-1 apresentou biodisponibilidade oral de Ro5. Outros aspectos teóricos de 

biodisponibilidade analisados, como LogP: 3,00, LogS: - 3,52 e TPSA: 98,37 Å2, sugerem 

que Pg-1 tem um índice de absorção ao penetrar membranas biológicas, em que LogP: ≤ 

5,00, LogS: ≤ - 4,00 e TSA: ≤ 140 classificam a molécula como solúvel em água e com 

propriedade lipofílica (SARI et al., 2019). 

Estudos mostram que os flavonóides alteram a organização das biomembranas; a 

presença de porções apolares presentes na estruturas de algumas moléculas pode estar 

associada ao potencial de permeabilidade em membranas celulares, assim como ao 

desempenho de atividade biológica (TSUCHIYA, 2015; INGÓLFSSON et al., 2014; 

SELVARAJ et al., 2015). Os dados obtidos reforçam a capacidade de permeabilidade 

descritas para o tilirosídeo, expressas em valores LogS, LogP e TPSA. A alta lipofilicidade 

desse flavonóide indica viabilidade para utilização de outras vias na administração da 

substância in vivo, como intramuscular, cutânea e intravenosa, uma vez que não apresenta 

biodisponibilidade oral. 

Por outro lado, a vitexina e o Pg-1 revelaram biodisponibilidade oral e potencial de 

permeabilidade em membranas, permitindo maior número de vias de administração das 

substâncias in vivo, como oral, intramuscular, cutânea e intravenosa. Propriedades 

semelhantes foram observadas por Oliveira Filho et al. (2015) em uma molécula análoga 

Parâmetro Pg-1 

nON 7 

nOHNH 2 

nViolations 0 

LogP 3,00 

LogS - 3,52 

TPSA 98 Å2 
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do Pg-1, denominada 5,7,4’-trimetoxiflavona (TMF1), cujas características físico-químicas 

indicaram que a mesma também possui boa biodisponibilidade oral (nON: 5; nOHNH: 0; 

LogP: 3,28; MM: 312 g/mol). Assim, ambos os flavonóides, estruturalmente semelhantes, 

satisfazem o Ro5 e são possíveis candidatos para uso oral.  

 

5.1.3 Perfil de Toxicidade 

 

Os flavonóides exibem muitos efeitos farmacológicos sobre os sistemas biológicos, a 

saber: antimicrobiano, antiviral, citotóxico, antineoplásico, antioxidante, anti-inflamatório. 

Estes efeitos são relacionados às propriedades inibitórias que grande parte desses 

compostos desempenha sobre complexos enzimáticos, incluindo hidrolases, isomerases, 

oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases, proteínas fosfoquinases e aminoácido 

oxidases (MACHADO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2015). 

As previsões de toxicidade in silico investigam se os flavonóides induzem ou possuem 

propriedades que inibem ações mutagênicas, carcinogênicas e o potencial de toxicidade 

oral aguda. A análise demonstrou que a vitexina, o tilirosídeo e o Pg-1 não atuam como 

inibidores de genes (IG) que causam silenciação de códons, que podem levar à ocorrência 

de mutação. Além disso, as moléculas não são carcinógenas (C) e sua carcinogenicidade 

(Car) não foi requerida. A ausência de potencial de mutagenicidade pela Toxicidade 

AMES (TA) foi demonstrada pela vitexina e Pg-1; para toxicidade oral aguda (TOA), o 

tilirosídeo e Pg-1 foram classificados como classe III, com valores de DL50 > 500 mg/kg e 

< 5000 mg/kg. A vitexina foi classificada como classe IV (praticamente não tóxico e não 

irritante), e sob esta classificação, uma DL50 > 5000 mg/kg é necessária para apresentar 

um efeito tóxico no organismo (DRWAL et al., 2014) (Tabela 6). 
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TABELA 6 - ANÁLISE DE TOXICIDADE in silico DA VITEXINA, DO TILIROSÍDEO E DO PG-1 

Parâmetro  Vitexina Tilirosídeo Pg-1 

IG Não inibidor 0,736 0,752 0,825 

TA Ausência de Toxicidade 0,723 0,574 0,925 

C Não carcinogênico 0,955 0,965 0,918 

TOA Classe III 

Classe IV  

- 

0,374 

0,404 

- 

0,521 

- 

Car Não requerido 0,725 0,677 0,614 

 
IG: Inibição de Genes, TA: Toxicidade de AMES, C: Carcinogênico, TOA: Toxicidade Oral 

Aguda, Car: Carcinogenicidade.  

FONTE: O autor (2022) 

 

 

No estudo desenvolvido por Auniq et al. (2019), utilizando flavonóides isolados de 

Vitex peduncularis Wall, a vitexina foi considerada segura, com baixa toxicidade e boa 

biodisponibilidade oral. Enquanto a toxicidade reduzida demonstrada pelo tilirosídeo, tem 

seu efeito apoiado nos estudos de Jin et al. (2016) pela capacidade antioxidante da 

molécula que protege a célula contra o estresse oxidativo. Por tanto, moléculas como os 

flavonóides que possuem uma estrutura química sujeita à metabolização, envolvendo uma 

ampla gama de reações (desglicosilação, glucuronidação, sulfatação, metilação), consegue 

atribuir diferentes propriedades biológicas, entre diferentes moléculas (ERLUND, 2004). 

Segundo Sudha e Srinivasan (2018), o estudo realizado com a molécula 5-hidroxi-

3', 4', 7-trimetoxiflavona (TMF2) sugeriu que o uso humano desse flavonóide bioativo está 

dentro do nível aceitável de toxicidade, pois não revelou efeito mutagênico e citotóxico. 

Dessa forma, o estudo com essa molécula estruturalmente semelhante ao Pg-1 valida os 

dados obtidos nos parâmetros de toxicidade (IG, TA, C e TOA) do presente estudo.  

 

5.2 Análises in vitro dos flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1 

 

 Os dados discutidos nesta seção referente à análise in vitro e ex-vivo dos 

flavonóides estão relacionados aos artigos científicos disponíveis nos anexos 4, 5, 6 e 7. 
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5.2.1 Efeito de citotoxicidade em hemácias de humanos 

 

As hemácias são consideravelmente suscetíveis a danos dos radicais livres (AN et al., 

2015). Nesse contexto, os achados do presente estudo são consistentes com a proposta de 

que o estresse oxidativo causa hemólise. A lise de hemácias foi avaliada e expressa em 

porcentagem (potencial hemolítico) e classificada como baixa, quando os valores estão 

entre 0 e 40%, moderada, quando estão entre 40 e 80%, e alta, acima de 80% (RANGEL et 

al., 1997). 

A análise da hemólise revelou que a vitexina não foi significativamente tóxica para 

hemácias do sistema ABO em nenhuma das concentrações testadas (de 50 a 1000 µg/mL). 

O potencial de hemólise observada após a exposição à vitexina variou de baixa a moderada 

(de 1% a 75%). A taxa hemolítica (1000 µg/mL) foi < 75% para o tipo sanguíneo O; < 

63% para o tipo sanguíneo B e < 61% para o tipo sanguíneo A. Assim, todos os tipos 

sanguíneos sofreram hemólise moderada e a classificação hemolítica foi: A < B < O 

(Figura 18). 

 

 

FIGURA 18 - EFEITO CITOTÓXICO DA VITEXINA (W. viscosíssima) CONTRA HEMÁCIAS 

 

(C-) Controle negativo (hemácias 0,5%), (C +) Controle positivo (1% Triton X-100). P <0,05 (*), P <0,01 

(**) e P <0,001 (***) versus controle positivo. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

A medição da sensibilidade de hemácias humanas em diferentes concentrações de 
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tilirosídeo demonstra reduzidos efeitos citotóxicos. O tilirosídeo exibiu baixo potencial de 

hemólise em todas as concentrações testadas. Em particular, na concentração mais alta 

(1000 µg/mL), a taxa hemolítica para os tipos sanguíneos O, B e A foi < 29%, < 28% e < 

20%, respectivamente. Portanto, esta substância demonstra promissora viabilidade de 

interação segura com esse tipo específico de células. A taxa de hemólise obedeceu a 

seguinte ordem: A < B < O (Figura 19). 

 

 

FIGURA 19 - EFEITO CITOTÓXICO DO TILIROSÍDEO (H. velutina) CONTRA AS HEMÁCIAS 

 

(C-) Controle negativo (hemácias 0,5%), (C+) Controle Positivo (1% Triton X-100). P < 0,05 (*), P <0,01(**) 

e P < 0,001 (***) versus controle positivo. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Uma baixa taxa de hemólise foi observada após a exposição ao Pg-1 em todas as 

concentrações testadas (50 - 1000 µg/mL). A concentração de 1000 µg/mL obteve as taxas 

de hemólise: < 17% para o tipo de sangue B, < 9% para o tipo O e < 5% para o tipo A, 

obedecendo a seguinte ordem: A < O < B (Figura 20). 
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FIGURA 20 - EFEITO CITOTÓXICO DO PG-1 (P. glazioviana) CONTRA HEMÁCIAS 

 

(C-) Controle Negativo (hemácias 0,5%), (C+) Controle Positivo (1% Triton X-100). P < 0,05 (*), P < 0,01 

(**) and P < 0,001 (***) versus controle positivo. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Os dados evidenciaram uma interação ligeiramente distinta entre os flavonóides e 

os diferentes tipos de hemácias humanas (sistema ABO). A membrana das hemácias é 

composta por vários tipos de glicoproteínas e a composição a torna mais suscetível ou 

resistente a interações com várias moléculas (HOLLMANN et al., 2016). O sistema ABO é 

caracterizado pela porção antigênica, com presença de monossacarídeos específicos na 

superfície da membrana de hemácias: Soro tipo A (N-acetilgalactosamina), soro tipo B (D-

galactose), soro tipo AB (possui ambos os antígenos) e soro tipo O (não possui antígenos) 

(VAN GINKEL; SEVANIAN, 1994). 

O potencial de hemólise é uma medida relacionada à destruição da membrana 

plasmática de hemácias e revela o efeito citotóxico de uma substância na célula. A 

pesquisa conduzida para investigar a capacidade dos flavonóides de inibir o efluxo 

semelhante a MRP1 (proteína associada à resistência a múltiplas drogas) e induzir 

hemólise em hemácias humanas revelou atividade hemolítica baixa a moderada com 

valores de ≤ 50% (BOBROWSKA-HÄGERSTRAND et al., 2003).  

O baixo percentual de hemólise e de oxidação pode ser uma vantagem para 

utilização de produtos naturais e moléculas, sugerindo um papel anti-inflamatório e/ou 

antioxidante para os flavonóides avaliados, com destaque para vitexina (HOOIJBERG et 

al., 1997; AN et al., 2015; VENTURINI et al., 2018). Levando em consideração a baixa 

taxa de lise das hemácias, acredita-se que a concentração de vitexina de 500 µg/mL 
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apresentou o resultado mais satisfatório, exibindo baixo percentual de hemólise (15% a 

17%) em todos os tipos sanguíneos analisados. Em particular, o tipo sanguíneo A (N-

acetilgalactosamina) obteve a melhor interação da vitexina com o menor percentual de 

hemólise. Os dados in silico descritos ressaltam suas propriedades bioativas, como as 

atividades anti-hemorrágica (Pa: 0,826; Pi: 0,002) e anti-inflamatória (Pa: 0,606; Pi: 

0,030), e, entre os flavonóides analisados, sugere ser a substância que desempenha o 

melhor potencial anti-hemorrágico. 

Assim como a vitexina, o tilirosídeo (isolado de H. velutina) obteve o menor índice 

de hemólise no sangue tipo A, sugerindo melhor interação com a N-acetilgalactosamina. 

Estudos desenvolvidos por Al Muqarrabun e Ahmat (2015) evidenciaram que a classe mais 

comum de metabólitos secundários do gênero Helicteres são os flavonóides, que se 

caracterizam por baixa atividade de hemólise (valores menores ou iguais a 50%). Além 

disso, os resultados obtidos na análise in silico deste estudo respalda as propriedades 

bioativas do tilirosídeo, como a anti-hemorrágica (Pa: 0,736; Pi: 0,002) e a anti-

inflamatória (Pa: 0,759; Pi: 0,009), enfatizando o conceito desta substância ter ação 

protetora sobre as hemácias.  

Estudos realizados por Sudha e Srinivasan (2018) relataram que os flavonóides são 

a classe mais prevalente de metabólitos secundários no gênero Pavonia, apresentando 

baixo índice de hemólise, com valores inferiores a 50%. Neste trabalho, o baixo efeito 

hemolítico, após o tratamento com Pg-1 (obtido de P. glazioviana), corrobora os achados 

de Mostardeiro et al. (2014), que destaca a atividade antioxidante e citoprotetora de 

compostos isolados de P. xanthologea. Além disso, os resultados descritos na análise in 

silico sugere que o Pg-1 possui propriedades bioativas como: anti-hemorrágica (Pa: 0,528; 

Pi: 0,003) e anti-inflamatórias (Pa: 0,706; Pi: 0,015). Dentre os flavonóides analisados 

neste estudo, o Pg-1 obteve menor probabilidade de citoproteção para hemácias in silico. 

Entretanto, o estudo in vitro confirma o seu papel como potente antioxidante, revelando 

baixos índices de citotoxicidade nas hemácias, o que sugere que esta substância 

desempenha melhor papel de proteção nessas células. 

 

5.2.2 Determinação do Fator de Proteção Solar (FPS) 

 

A concentração dos flavonóides depende da família e do gênero a qual pertence 

uma determinada espécie, e ainda pode variar conforme o local de extração na própria 
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planta, pois os flavonóides encontrados nas folhas podem apresentar diferenças estruturais 

das moléculas isoladas nas flores, raízes e frutos. Além disso, os fatores abióticos naturais 

como a radiação solar e incidência de raios UV também influenciam o metabolismo e a 

produção/disponibilidade desses compostos nos órgãos e espécies vegetais (LILEY; 

MCKENZIE, 2006).  

O Brasil é um país de clima tropical que recebe a maior intensidade de radiações 

solares entre os países americanos. Esse clima é propício para que as plantas sintetizem 

compostos polifenólicos, entre eles os flavonóides, que servem como proteção contra os 

raios UV, e como fonte de moléculas com potencial bioativo de interesse para saúde 

humana (FINCH et al., 2017). 

As substâncias naturais têm sido utilizadas na elaboração de cosméticos como um 

fator adjuvante dos benefícios desses produtos, que apresentam ação antioxidante, anti-

inflamatória e de citoproteção. Com isso, no desenvolvimento de fitocosméticos, há um 

aumento de preparações tópicas que utilizam combinações de filtros químicos e físicos 

com substâncias naturais para proteger e cuidar da pele (MUNHOZ et al., 2012). 

Dessa forma, os flavonóides são moléculas candidatas para análise de captação dos 

raios UV, agregando valor farmacológico e as formas de inovação tecnológica para 

utilização das moléculas. No presente estudo, foi realizada a análise in vitro do fator de 

proteção solar dos EEB Wv, EEB Hv, EEB Pg, FCWv, FDHv e FCPg (Tabela 7). 

 

 

TABELA 7 - FATOR DE PROTEÇÃO SOLAR (FPS) DE H. velutina, W. viscosíssima e P. 

glavioziana 

Concentração H. velutina W. viscosíssima P. glazioviana 

 EEB FD EEB FC EEB FC 

50 µg/mL 3,773 5,671 2,949 4,056 1,252 3,025 

100 µg/mL 5,197 11,58 3,884 6,897 2,142 6,227 

500 µg/mL 25,01 25,01 17,14 25,01 8,886 25,01 

1000 µg/mL 25,01 25,01 25,01 25,01 16,45 25,01 

 
EEB: Extrato Etanólico Bruto; FD: Fração Diclorometano; FC: Fração Cloroformica 

FONTE: O autor (2022) 
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A resolução RDC nº 30 de 2012 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) estabelece o regulamento técnico científico sobre formulações de protetores 

solares, cujo fator mínimo de proteção deve ser > 6FPS (BRASIL, 2012). De acordo com os 

dados obtidos na análise in vitro, os compostos, com potencial ação para constituir os 

fitocosméticos, EEB Wv, EEB Hv, EEB Pg, FCWv, FDHv e FCPg obtiveram fator de 

proteção solar significativo nas concentrações de 500 µg/mL e 1000 µg/mL. Os compostos 

EEB Hv e FDHv, provenientes da espécie H. velutina, tiveram elevado potencial 

(25,01FPS), quando comparado com aqueles presentes nas outras espécies vegetais (W. 

viscosíssima e P. glavioziana). Vale destacar que todas as frações de FCWv, FDHv e FCPg 

demonstraram alto fator de proteção solar. 

Em estudos prévios realizados com extratos de framboesa Rubus chingii, o 

potencial bioativo dos flavonóides foi avaliado, revelando a ocorrência de várias 

propriedades biológicas, incluindo a atividade antioxidante, anti-inflamatória, antitumoral, 

e de redução do número de melanócitos, com aplicação na proteção UV (LU et al., 2009). 

Além disso, foi evidenciado que os flavonóides são inibidores naturais da tirosinase, 

enzima importante para a biossíntese de melanina, o que indica uma possível ação deste 

composto no controle da melanogênese (SIMÕES et al., 2020). Tais achados dão respaldo 

aos resultados apresentados, uma vez que as substâncias dos EEB Wv, EEB Hv, EEB Pg, 

FCWv, FDHv e FCPg são majoritariamente flavonóides.  

A avaliação do fator de proteção solar da vitexina, do tilirosídeo e do Pg-1 revelou 

que a vitexina não produziu efeito protetor significativo no espectro UVB, enquanto o 

tilirosídeo e Pg-1 tiveram efeitos semelhantes, com alto nível de proteção (25,01FPS), em 

concentrações de 100 µg/mL a 1000 µg/mL (Tabela 8). 

 

TABELA 8 - FATOR DE PROTEÇÃO SOLAR (FPS) DOS FLAVONÓIDES 

VITEXINA, TILIROSÍDEO E PG-1 

Concentração (µg/mL) 

 50 µg/mL 100 µg/mL 500 µg/mL 1000 µg/mL 

Vitexina 3,64 1,30 3,09 4,66 

Tilirosídeo 18,31 25,01 25,01 25,01 

Pg-1 19,16 21,86 25,01 25,01 

FONTE: O autor (2022) 
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A vitexina possui diversas aplicações farmacológicas, entre elas as atividades 

antioxidante e antitumoral, e a inibição do estresse oxidativo (NIGAM et al., 2018). 

Entretanto, não há efeito fotoprotetor descrito para flavonóides obtidos da espécie W. 

viscosíssima, e apesar dos compostos encontrados nos EEB Wv e FCWv terem moderado 

efeito fotoprotetor, sugere-se que a atividade pode ser resultante do sinergismo com outras 

moléculas presentes nos extratos vegetais. 

Em relação ao tilirosídeo e o Pg-1, estudos sobre a produção de fitocosméticos, 

preparados com uma combinação de sorbitol e tilirosídeo, mostraram a ação anti-

inflamatória do composto, com proteção das camadas da pele (epiderme e derme), durante 

procedimentos estéticos, ao proporcionar efeitos calmante e relaxante na área tratada 

(PIECZYKOLAN et al., 2019). Já em ensaios desenvolvidos com extratos de folhas de 

Blakiella bartsiifolia, ricos em flavonóides, contendo a molécula 5,4´-dihydroxy-3,6,7,3´-

tetramethoxyflavone (TMF4), análoga ao Pg-1, o fator de proteção solar foi semelhante ao 

das moléculas isoladas, sugerindo que a proteção UVB se deve à defesa natural das folhas 

dessas plantas presentes em ecossistemas tropicais expostos a forte incidência solar 

(CALCAGNO-PISSARELLI et al., 2010). Estes dados estão de acordo com os achados 

descritos neste estudo que indicam que os produtos extraídos de H. velutina (EEB Hv, 

FCHv e tilirosideo) e P. glazioviana (EEB Pg, FCPg e Pg-1) possuem efeito de 

fotoproteção. 

 

5.2.3 Avaliação do potencial antibacteriano 

 

5.2.3.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Os estudos envolvendo atividade antibacteriana dos produtos naturais têm grandes 

perspectivas na descoberta e formulações de novos fármacos. A inovação de moléculas 

candidatas a antibióticos pode ocorrer de duas formas: através do potencial antibacteriano 

inédito ou devido à associação com efeito sinergístico da molécula estudada e um 

antibiótico já existente (BONA et al., 2014).  

A técnica de microdiluição da CIM consiste em um método in vitro considerado 

simples, econômico e com boa reprodutibilidade. Esse ensaio requer menores quantidades 

da substância para realização dos testes, ainda que sejam necessárias replicatas na análise 

para garantir reprodutibilidade estatística. Pode ser aplicado em substâncias com diferentes 
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níveis de solubilidade, dispondo de resultados bastante sensíveis e determinando diversos 

níveis de potenciais antibacterianos (AMPARO et al., 2018).  

Nesse contexto, há vários ensaios in vitro que contribuem para os estudos que 

procuram desvendar a atividade antibacteriana em produtos naturais. Assim, buscando 

conhecer o perfil antibacteriano da vitexina, do tilirosídeo e do Pg-1, foram avaliadas as 

suas respectivas atividades frente às cepas bacterianas Gram-positivas (E. faecalis e S. 

aureus) e Gram-negativas (K. pneumoniae, E. coli e P. aeruginosa). 

Os resultados evidenciaram forte efeito antibacteriano do Pg-1 contra a cepa de E. 

fecalis, bactéria Gram-positiva, na concentração de 128 μg/mL. Entretanto, os demais 

flavonóides apresentaram efeito moderado em ambas as cepas de bactérias Gram-positivas 

(S. aureus e E. fecalis) com concentração < 1024 μg/mL (Tabela 9). 

 

 

TABELA 9 - CIM DA VITEXINA, TILIROSÍDEO E PG-1 CONTRA CEPAS DE 

E. faecalis e S. aureus 

Amostra E. faecalis 

(μg/mL) 

S. aureus 

(μg/mL) 

Vitexina   1024 > 1024 

Tilirosídeo > 1024 > 1024 

Pg-1  128 > 1024 

Meio de cultura - - 

Microrganismo + + 

(-): Não houve crescimento bacteriano (+): Crescimento bacteriano 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Dentre as bactérias Gram-positivas, os cocos são as formas bacterianas isoladas 

com maior frequência em amostras biológicas humanas. As infecções causadas por este 

grupo podem ocorrer a partir de multiplicação local ou sistêmica. Algumas dessas bactérias 

apresentam multiplicação com produção de exotoxinas e enzimas (GUIDONI; 

TOPOROVSKI, 2001). 

O gênero Staphylococcus é constituído por 33 espécies, muitas delas isoladas em 

amostras biológicas humanas. Segundo a capacidade de produção da enzima coagulase, 

estes são classificados em dois grupos: coagulase positivo, cujo agente de grande 
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importância é o S. aureus, e o grupo dos não produtores, como o S. saprophyticus, o S. 

epidermidis e o S. haemolyticus, estafilococos coagulase negativos (CASTRO, 2019).  

Além destes, também se destacam os Enterococcus, que são cocos encontrados aos 

pares ou em cadeias curtas. São anaeróbios facultativos, termoestáveis, que crescem em 

temperatura de 10 ºC a 45 ºC. A maioria das espécies é responsável por infecções do trato 

gastrointestinal do homem, podendo ser encontradas também nas mucosas oral e vaginal e 

na pele, além de habitar o solo e alguns alimentos (BEZERRA; MELO; MONTENEGRO, 

2021). 

De modo geral, o S. aureus e E. faecalis estão comumente associados a infecções 

hospitalares. Essas bactérias possuem capacidade de disseminação na corrente sanguínea, 

atingindo os tratos geniturinário, gastrointestinal ou respiratório. Estão relacionadas a um 

alto número de óbitos por septicemia, podendo ultrapassar o índice de 50 % de letalidade 

(CASTRO, 2019). 

Em relação ao tilirosídeo, os dados obtidos corroboram estudos prévios que 

mostraram que este flavonóide exibe pouca atividade de inibição para cepa S. aureus. 

Entretanto, foi enfatizado que o mesmo foi capaz de modular positivamente as atividades 

de outros antibióticos convencionais contra a cepa resistente de S. aureus, aumentando, por 

exemplo, a atividade da norfloxacina, ciprofloxacina, lomefloxacina e ofloxacina ao 

reproduzir um efeito sinérgico com fármacos convencionais (FALCÃO-SILVA et al., 

2009; KUOK et al., 2017).  

Nas cepas de bactérias Gram-negativas (K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli), os 

flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1 mostraram forte efeito antibacteriano frente à cepa 

de K. pneumoniae. Dentre essas moléculas, o Pg-1 conseguiu inibir o crescimento na 

menor concentração testada (32 μg/mL). A cepa de E. coli teve forte inibição demonstrada 

apenas pelo tilirosídeo e pelo Pg-1, ambas na concentração de 512 μg/mL. Entretanto, a P. 

aeruginosa resistiu ao efeito antibacteriano dos flavonóides avaliados, pois esses revelaram 

uma CIM > 1024 μg/mL (Tabela 10). 
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TABELA 10 - CIM DA VITEXINA, TILIROSÍDEO E PG-1 CONTRA CEPAS DE K. pneumoniae, P. 

aeruginosa e E. coli 

Amostra K. pneumoniae 

(μg/mL) 

P. aeruginosa 

(μg/mL) 

E. coli 

(μg/mL) 

Vitexina 512 > 1024 > 1024 

Tilirosídeo 64 > 1024  512 

Pg-1 32 > 1024  512 

Meio de cultura - - - 

Microrganismo + + + 

(-): Não houve crescimento bacteriano (+): Crescimento bacteriano 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Na literatura científica existe grande quantidade de informações referentes à ação 

antibacteriana dos flavonóides. Em estudo realizado por Gumgumjee (2012), utilizando 

extratos de folhas de Tamarindus indica (família Fabacea; nome popular: tamarindo), 

espécie rica em flavonóides, foi demonstrada atividade antibacteriana contra cepas de E. 

coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa; com destaque para a forte atividade contra K. 

pneumoniae (cepa bacteriana do trato respiratório).  

O efeito sinérgico na diversidade de moléculas presentes em extratos vegetais 

confere bioatividade diferenciada das análises realizadas em moléculas isoladas. Os 

flavonóides apigenina e vitexina, por exemplo, isolados de musgo Plagiomnium (família 

Mniaceae), apresentaram efeito de inibição no crescimento de bactérias Gram-negativas 

que estão associadas a doenças do trato gastrointestinal (Salmonella typhi) e urinário 

(Proteus mirabilis) de humanos e animais (BASILE et al., 1999; CUSHNIE; LAMB, 

2005). No presente estudo, evidenciou-se a ação antibacteriana da vitexina contra bactérias 

Gram-negativas, com forte atividade de inibição sobre a K. pneumoniae. Desse modo, estes 

dados, aliados a estudos anteriores, sugerem que a atividade antibacteriana presente em 

extratos vegetais ricos em flavonóides pode estar associada à presença da vitexina. 

O tilirosídeo, por sua vez, teve suas propriedades antibacterianas discutidas em 

diferentes estudos de forma controversa. ÖZÇELIK et al. (2006) demonstraram o seu 

potencial antibacteriano para cepas de E. coli (2 mg/mL), em concordância com o atual 

trabalho, cujo potencial contra essa bactéria, na concentração de 512 µg/mL, foi 
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considerado como sendo de atividade forte. No entanto, os dados apresentados divergem 

dos resultados descritos por Zhang et al. (2013), em que foi indicada a ausência de 

atividade antibacteriana relevante do tilirosídeo contra cepas de E. coli. Possivelmente a 

razão para esta divergência se deve à execução de metodologias diferentes e da utilização 

de concentrações e formulações da molécula de forma não padronizada.  

 O Pg-1 apresentou efeito inibitório do crescimento bacteriano das bactérias Gram-

positiva e Gram-negativa. Dentre os três flavonóides analisados, é o que possui estrutura 

molecular mais favorável para interação direta com membranas biológicas. Segundo 

Oliveira (2019), o Pg-1 isolado da espécie P. glazioviana exibiu atividade antibacteriana 

contra cepa E. coli ATCC 18739, e neste estudo, o Pg-1, atuando sobre uma linhagem 

diferenciada de cepas intestinais de E. coli ATCC 8539, mostrou-se capaz de inibir 

fortemente o seu desenvolvimento.  

 Dentre as cepas bacterianas analisadas, a cepa K. pneumoniae possui grande 

relevância clínica, pois trata-se de uma espécie Gram-negativa altamente prevalente com 

aparecimento de cepas hipervirulentas que aumentam o número de pessoas suscetíveis a 

infecções (CORDEIRO et al., 2020). Ela é importante fonte de resistência aos antibióticos, 

e por isso esse microrganismo alerta os cientistas sobre o aumento do número de infecções 

graves e a crescente escassez de medicamentos eficazes (PACZOSA; MECSAS, 2016). 

Dessa forma, substâncias como vitexina, tilirosídeo e o Pg-1, com forte atividade de 

inibição para cepas de K. pneumoniae, são prováveis candidatos a integrar as terapias 

medicamentosas. Entretanto, outros ensaios com mais cepas dessa espécie devem ser 

realizados para melhor definir a atividade específica apresentada pela molécula teste.  

 

5.2.3.2 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

Na avaliação do potencial antibacteriano de compostos e moléculas bioativas, o 

composto pode ser considerado bactericida ou bacteriostático de acordo com sua CBM, 

que deve ser, respectivamente, igual ou duas vezes maior que a CIM ou a CBM ser maior 

que duas vezes a CIM (HAFIDH et al., 2011). Logo, os testes de CBM foram realizados 

com os resultados dos flavonóides que obtiveram forte atividade antibacteriana nas cepas 

Gram-positivas E. faecalis e Gram-negativas K. pneumoniae e E. coli. As cepas S. aureus e 

P. aeruginosa com atividade inibitória moderada/fraca não foram avaliadas.  

Os resultados da CBM da vitexina, do tilirosídeo e do Pg-1 podem ser vistos na 
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tabela 11. A vitexina revelou efeito bacteriostático para cepas de K. pneumoniae e E. 

faecalis, com crescimento de bactérias na concentração > 1024 μg/mL, na qual a molécula 

apenas inibe o crescimento/reprodução bacteriana, sem matar de imediato as bactérias.  

O tilirosídeo foi a única molécula que apresentou efeito bactericida contra cepa 

clínica de K. pneumoniae com CBM de 128 μg/mL, capaz de inibir de imediato as 

bactérias. O Pg-1 foi considerado bactericida para as cepas de E. faecalis e E. coli, 

enquanto o efeito bacterioestático foi observado na cepa de K. pneumoniae.  

 

 

TABELA 11 - CBM DA VITEXINA, TILIROSÍDEO E PG-1 CONTRA CEPAS DE K. 

pneumoniae, E. faecalis e E. coli 

Amostra K. pneumoniae 

(μg/mL) 

E. faecalis 

(μg/mL) 

E. coli 

(μg/mL) 

Vitexina > 1024 

Bacteriostático 

> 1024 

Bacteriostático 

* 

* 

Tilirosídeo 128 

Bactericida 

* 

* 

> 1024 

Bacteriostático 

Pg-1 > 1024 

Bacteriostático 

128 

Bactericida 

512 

Bactericida 

(*): Não avaliado 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Os flavonóides possuem o mecanismo de atividade antimicrobiana relacionado à 

sua capacidade em formar complexos com proteínas solúveis ou com a parede celular das 

bactérias. Dessa forma, a indução na variação de solubilidade que as moléculas isoladas 

provocam no meio que desempenham sua atividade, modifica o potencial ativo 

induzindo/inibindo ações enzimáticas, abertura de canais, expressões gênicas, afetando as 

funções das membranas e do metabolismo (ASHRAF et al., 2011). 

Alguns estudos relatam a atividade antimicrobiana de extratos de espécies de 

Malvaceae (TELES et al., 2015) e de seus compostos isolados, como flavonóides e 

glicosídeos flavonoídicos (FILHO et al., 2013). Para a classe dos flavonóides avaliados, o 

Pg-1 exibiu atividade bactericida contra cepas de bactérias intestinais, estando de acordo 

com estudos que mostram atividade antibacteriana em moléculas estruturalmente similares 
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e compostos oriundos de espécies vegetais dessa família (OLIVEIRA, 2019).  

A atividade antibacteriana dos flavonóides está sendo cada vez mais documentada. 

Substâncias naturais e extratos de plantas com relatos na medicina popular vêm sendo 

testados in vitro para atividade antibacteriana por muitos grupos de pesquisa (AKBAR et 

al., 2019). O presente estudo respalda o potencial antibacteriano dos flavonóides vitexina, 

tilirosídeo e Pg-1, de espécies pertencentes à família Malvaceae, o que reforça a 

importância da continuidade em pesquisar substâncias com potencial antibacteriano em 

comparação com outras espécies de bactérias patogênicas para humanos. 

 

5.3 Análises ex-vivo dos flavonóides vitexina, tilirosídeo e Pg-1 

 

5.3.1 Avaliação de genotoxicidade em células da mucosa oral de humanos 

 

Os testes de genotoxicidade são realizados para identificar a capacidade de 

interação de extratos/substâncias, em baixas concentrações, com os ácidos nucléicos. 

Quando os agentes tóxicos interagem com o DNA, eles frequentemente produzem 

aberrações cromossômicas, alterações da estrutura do DNA, que por sua vez, podem 

resultar em alterações celulares irreversíveis que levam à morte celular por 

necrose/apoptose. Isso também pode levar a danos que serão transmitidos às células filhas 

durante a divisão celular (VARANDA et al., 2002; SPONCHIADO et al., 2016).  

As células desenvolveram vários mecanismos de reparo do DNA, mas se as lesões 

no material genético não forem ajustadas, elas levam a mutações que se manifestam em 

uma série de doenças genéticas que têm características comuns, principalmente o 

desenvolvimento de câncer (CLANCY, 2008; JACKSON; BARTEK, 2009; SWIFT; 

GOLSTEYN, 2014). 

A toxicidade celular foi avaliada por meio da presença de indicadores celulares 

(micronúcleos, binucleação, cariólise, cariorrexe e macronúcleos), conforme pode ser visto 

na Figura 21. 
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FIGURA 21 - FOTOMICROGRAFIA DE CÉLULAS ESFOLIADAS DA MUCOSA ORAL 

 

(a) cariorrexe, (b) cariólise, (c) binucleação, (d) um macronúcleo e (e) um micronúcleo. Ampliação X1000. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Os micronúcleos são cromossomos quebrados e fragmentados que foram perdidos 

durante a mitose. Sua frequência determina o grau de exposição do DNA a agentes nocivos 

exógenos e o consequente dano provocado (POPOVA et al., 2007; ANTONIO et al., 

2017). Células contendo macronúcleos, devido ao contato com substâncias tóxicas, 

apresentam hiperatividade nuclear que aumenta o diâmetro do núcleo, causando divisão 

celular, o que resulta em binucleação (POPOVA et al., 2007). Além disso, alterações 

envolvendo cariólise e cariorrexe são observadas quando a célula é induzida a sofrer 

necrose/apoptose. Na cariorrexe, a cromatina se fragmenta e a membrana nuclear 

desaparece, enquanto na cariólise ocorre a dissolução completa do núcleo com perda do 

material nuclear. Assim, quanto mais intensas essas alterações se manifestarem, mais grave 

é o estado patológico das células/tecidos (ANTONIO et al., 2017). 

A vitexina induziu poucas alterações celulares, quando comparada ao grupo 

controle positivo, mas apresentou resultados semelhantes aos do controle negativo. O 

baixo índice de genotoxicidade teve maior padrão de células normais (> 85%) em todas as 

concentrações (50 a 1000 µg/mL), embora alterações celulares importantes, como 

macronúcleos e binucleação, tenham sido observadas na concentração de 1000 µg/mL 

(Tabela 12). Apesar da ocorrência de alterações celulares, o índice de concentração é 
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menor do que as alterações vistas no controle positivo, demonstrando baixo efeito 

genotóxico desempenhado por essa substância. 

 

 

TABELA 12 - PERFIL DE GENOTOXICIDADE - VITEXINA 

Grurpo Micronúcleos 

(%) 

Binucleação 

(%) 

Cariólise   

(%) 

Cariorrexe  

(%) 

Macronúcleo 

(%) 

Normal       

(%) 

C - 2,22 ± 0,11 1,88 ± 0,11 0,77 ± 0,22 0,55 ± 0,22 0,001 ± 0,00 94,56 ± 0,22 

C + 4,00 ± 0,88 4,33 ± 0,38 5,44 ± 0,72 5,11 ± 0,67 4,55 ± 0,80 76,56 ± 3,08 

Vitexina (µg / mL) 

1000  0,55 ± 0,29* 4,00 ± 0,33 1,33 ± 0,50* 2,77 ± 0,22* 4,66 ± 0,33 86,67 ± 0,38* 

500  0,55 ± 0,22* 2.22 ± 0,22* 1,66 ± 0,33* 2,22 ± 0,11* 2,88 ± 0,11* 90,44 ± 0,48* 

100  0,44 ± 0,11* 1,44 ± 0,29* 1,88 ± 0,40* 1,11 ± 0,22* 3,22 ± 0,29* 91,89 ± 0,40* 

50  2,11 ± 0,29* 4,66 ± 0,38 3,66 ± 1,64* 2,55 ± 0,48* 2,88 ± 0,29* 84,11 ± 0,22* 

 
(C-) Controle negativo, (C+) Controle positivo, ∗ p < 0,05 versus controle positivo 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

Os resultados do estudo in silico corroboraram as informações descritas nesta etapa 

do estudo, na qual a vitexina revelou possuir efeito farmacológico para indução de 

apoptose (Pa: 0,737; Pi: 0,012) e o menor efeito como inibidor de apoptose (Pa: 0,251; Pi: 

0,066). Logo, o efeito agonista apoptótico in silico e o baixo efeito genotóxico ex-vivo 

reforçam o nível de segurança na utilização dessa molécula como alvo terapêutico não 

indutor de alterações gênicas e o potencial combate à continuidade de erros genéticos. 

O tilirosídeo também induziu poucas alterações celulares quando comparada ao 

grupo controle positivo, mas apresentou resultados semelhantes aos do controle negativo. 

Dentre os flavonóides analisados, o tilirosídeo exibiu o menor efeito genotóxico na relação 

exposição/concentração. 

O baixo índice de genotoxicidade apresentado pelo tilirosideo teve maior padrão de 

células normais (> 90%) nas concentrações mais altas (500 e 1000 µg/mL), embora 

algumas alterações celulares tenham sido detectadas: binucleação, macronúcleo, cariólise e 

cariorrexe. Esse conjunto de variações celulares foi inferior ao descrito no controle positivo 

(H2O2), sugerindo um limite seguro de baixa toxicidade quanto à concentração e tempo de 

exposição ao tilirosídeo (Tabela 13). 
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TABELA 13 - PERFIL GENOTÓXICO DO TILIROSÍDEO 

Grurpo Micronúcleos 

(%) 

Binucleação 

(%) 

Cariólise 

(%) 

Cariorrexe 

(%) 

Macronúcleo 

(%) 

Normal     

(%) 

C- 2,22 ± 0,11 1,88 ± 0,11 0,77 ± 0,22 0,55 ± 0,22 0,001 ± 0,00 94,56 ± 0,22 

C+ 4,00 ± 0,88 4,33 ± 0,38 5,44 ± 0,72 5,11 ± 0,67 4,55 ± 0,80 76,56 ± 3,08 

Tilirosídeo (µg/mL) 

1000  0,77 ± 0,11* 3,33 ± 0,57 1,66 ± 0,19* 1,66 ± 0,19* 2,22 ± 0,29* 90,33 ± 1,07* 

500 1,00 ± 0,005* 3,00 ± 0,19* 1,77 ± 0,11* 1,55 ± 0,48* 2,44 ± 0,11* 90,22 ± 0,40* 

100 1,00 ± 0,50* 2,00 ± 0,33 2,66 ± 0,50* 1,88 ± 0,11* 3,33 ± 0,50 89,11 ± 1,23* 

50 1,44 ± 0,29* 2,77 ± 0,29* 3,55 ± 0,72 3,00 ± 0,76* 3,77 ± 0,80 85,44 ± 1,31* 

 
(C-) Controle negativo, (C +) Controle positive, ∗ p < 0,05 versus controle positivo. 

FONTE: O autor (2022) 

 

 

As alterações celulares (binucleação e macronúcleos) mencionadas no ensaio de 

genotoxicidade refletem o início da indução na reatividade celular fisiológica quando 

células escamosas são expostas a altas concentrações (1000 µg/mL – tilirosídeo) de novas 

substâncias. Dessa forma, os resultados ressaltam a análise in silico que mostra o potencial 

efeito farmacológico da molécula na indução de apoptose (Pa: 0,790; Pi: 0,009), e o menor 

efeito na atuação como inibidor da apoptose (Pa: 0,340; Pi: 0,015).  

Estudos desenvolvidos por Jain et al. (2014) descreveram que compostos fenólicos 

extraídos de frutos secos de Helicteres isora apresentaram alto efeito antioxidante e 

antitumoral, demonstrando a importância das plantas como fonte considerável de 

moléculas naturais com ampla capacidade de eliminar radicais e proteger as células e seus 

componentes contra danos. Essas informações corroboram os resultados deste estudo, visto 

que o gênero Helicteres é rico em compostos fenólicos e flavonóides, apresenta baixa 

toxicidade, atividade antioxidante, anti-inflamatória e antitumoral. No entanto, não foram 

encontrados na literatura dados específicos sobre os efeitos do tilirosídeo na 

genotoxicidade da mucosa oral humana. 

O Pg-1 exibiu baixa genotoxicidade em todas as concentrações (50 a 1000 µg/mL), 

com padrão de células normais > 84%. Os dados evidenciaram que a concentração de 1000 

µg/mL teve o menor efeito genotóxico sobre as células (células normais > 91%). 

Entretanto, algumas alterações celulares foram observadas (macronúcleo e binucleação), 
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apesar da incidência ser inferior à descrita no controle positivo (H2O2) e compatível com os 

achados do controle negativo, indicando uma discreta reatividade celular e um limiar 

seguro de baixa toxicidade (Tabela 14). 

 

 

TABELA 14 - PERFIL GENOTÓXICO DO PG-1 

Grurpo Micronúcleo 

(%)s 

Binucleação 

(%) 

Cariólise 

(%) 

Cariorrexe 

(%) 

Macronúcleo 

(%) 

Normal       

(%) 

C- 2,22 ± 0,11 1,88 ± 0,11 0,77 ± 0,22 0,55 ± 0,22 0,001 ± 0,00 94,56 ± 0,22 

C+ 4,00 ± 0,88 4,33 ± 0,38 5,44 ± 0,72 5,11 ± 0,67 4,55 ± 0,80 76,56 ± 3,08 

Pg-1 (µg/mL) 

1000 0,33 ± 0,01* 1,55 ± 0,58* 1,44 ± 0,22* 1,44 ± 0,11* 3,66 ± 0,19* 91,56 ± 0,44* 

500 0,22 ± 0,11* 2,33 ± 0,50* 2,55 ± 0,80* 3,66 ± 1,01* 5,33 ± 0,33 85,89 ± 1,78* 

100 0,22 ± 0,11* 1,77 ± 0,58* 2,44 ± 0,44* 7,33 ± 0,19 3,55 ± 0,94* 84,67 ± 1,07* 

50 0,55 ± 0,11* 3,00 ± 0,33* 2,88 ± 0,11* 1,77 ± 0,58* 6,55 ± 0,58 85,22 ± 0,72* 

  
 (C-) Controle negativo, (C +) Controle positive, ∗ p < 0,05 versus controle positivo 

FONTE: O autor (2022) 

 

Os resultados respaldam os dados obtidos na análise in sílico do presente estudo, 

que faz referência ao papel potencial da Pg-1 na indução de apoptose (Pa: 0,887; Pi: 

0,005), em consonância com a probabilidade reduzida da atividade inibitória da apoptose 

(Pa: 0,211; Pi: 0,104). Abordagens anteriores in vitro e in silico evidenciaram as atividades 

antiproliferativa e indutora de apoptose dos flavonóides análogos ao Pg-1. A 5,7,4'-

trimetoxiflavona, por exemplo, inibiu a proliferação e induziu a morte celular em células 

de câncer de mama, e conferiu proteção contra radiais livres, indicando a ação antioxidante 

da molécula (AL MUQARRABUN; AHMAT, 2015). 

Neste estudo, os dados demonstram que a vitexina, o tilirosídeo e o Pg-1 não 

apresentam genotoxicidade para células de mucosa oral de humanos, pois a exposição a 

esses flavonóides não resultou em danos na informação genética dessas células. Uma vez 

que a genotoxicidade avalia os danos causados ao DNA, a forma que as moléculas podem 

perturbar a estrutura do material genético e prejudicar os mecanismos de reparo pode levar 

a ocorrência de alterações morfofuncionais, resultando na transformação de células 

normais em cânceres (CHAVES, 2016). 
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6. Conclusões 

 

O estudo contribuiu para o conhecimento do perfil toxicológico e bioativo dos 

flavonóides isolados de plantas pertecententes à família Malvaceae.  

A partir da metodologia proposta foi possível observar que: 

 

Estudo in silico 

 

 A farmacocinética da vitexina e Pg-1 indica que essas moléculas apresentam 

biodisponibilidade por via oral; 

 O tilirosídeo demonstrou não possuir biodisponibilidade por via oral; 

 Todos os flavonóides avaliados mostraram-se não mutagênicos e não carcinogênicos; 

 A probabilidade de atividade biológica revelou que os flavonóides possuem potencial 

antioxidante, pró-apoptótico e antineoplásico, e que apresentam atividade 

antineoplásica de forma específica para órgãos dos sistemas, a saber: 

o No sistema tegumentar, o Pg-1 obteve atividade para: sarcoma, carcinoma 

invasor, melanoma e câncer de células escamosas; 

o No sistema gastrointestinal e excretor, a vitexina destaca-se com maior 

probabilidade de proteção contra o câncer: gástrico, pancreático, renal e da 

bexiga; 

o No sistema reprodutor feminino, o tilirosídeo apresenta provável atividade 

contra o câncer cervical e o Pg-1, contra o câncer de útero e ovário; 

 

Estudo in vitro 

 

 O fator de proteção solar dos flavonóides destacou o efeito fotoprotetor (> 25,01FPS) 

para do tilirosídeo e do Pg-1; a vitexina não produziu efeito significativo para proteção no 

espectro UVB. 

 A análise de citoxicidade in vitro mostrou que a vitexina, o tilirosídeo e o Pg-1 tiveram 

baixa taxa de hemólise (< 40%) na concentração de 500 µg/mL. 

 Atividade Antibacteriana 

o A CIM revelou forte efeito do Pg-1 frente a cepas Gram-positiva E. faecalis 

(128 μg/mL), a vitexina e tilirosídeo não demonstraram efeito significativo 
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para as espécies testadas. A vitexina, o tilirosídeo e o Pg-1conseguiram inibir 

cepas Gram-negativas como a K. pneumoniae e E. coli; 

o A CBM demonstrou que a vitexina possui efeito bacteriostático para cepas de 

K. pneumoniae e E. faecalis, o tilirosídeo apresentou efeito bactericida contra 

cepa de K. pneumoniae, o Pg-1 foi considerado bactericida para as cepas de E. 

faecalis e E. coli, e bacterioestático na cepa de K. pneumoniae. 

 

Estudo ex-vivo 

 

 A genotoxicidade, em modelo ex-vivo com células da mucosa oral de humanos, 

revelou que as substâncias testadas não induziram mutações ou alterações significativas, 

mesmo em concentrações mais altas (1000 µg/mL).  

 

Dessa forma, a baixa capacidade citotóxica e genotóxica da vitexina, do tilirosídeo 

e do Pg-1 sugere que a de concentração de 500 µg/mL seja segura para avaliação dos 

potenciais bioativos destes flavonóides. 
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