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restringindo-nos a nossos desejos pessoais

e a afeicdo por algumas pessoas proximas.

Nossa tarefa deve ser a de nos libertar
desse carcere, ampliando o nosso circulo
de compaixao para envolver todos os seres

vivos e toda natureza. ”

(Albert Einstein)



RESUMO

As terapias complementares, que utilizam plantas medicinais e fitoterapicos, sdo bastante
comuns no Brasil. Dentre as vérias espécies vegetais brasileiras utilizadas em tais terapias
destacam-se as especies da familia Malvaceae. O presente estudo teve como objetivo
investigar a biodisponibilidade, toxicidade, fator de protecdo solar e determinacdo do
potencial antibacteriano e genotoxico dos flavonoides vitexina, tilirosideo e 5,7-dihidroxi-
3,8,4'-trimetoxi (Pg-1), isolados de espécies da familia Malvaceae, a partir de estudos in
silico, in vitro e ex vivo. As estruturas quimicas 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 Codigo de Etica da Associacio
Médica Mundial e foram aprovados por Comité de Etica competente (protocolo nimero:
3.621.284). A analise in silico das estruturas quimicas das moléculas e das propriedades
bioativas previstas demonstra que a vitexina e o Pg-1 apresentam estabilidade entre suas
propriedades hidrossoluveis e lipossolUveis, caracteziando-as como farmacos que possuem
biodisponibilidade oral e boa absor¢do. O tilirosideo possui um perfil mais lipossoltvel, o
que permite maior permeabilidade nas membranas bioldgicas. Os testes de toxicidade in
silico revelaram a potencial eficacia destas moléculas na protecdo celular contra os radicais
livres, além de possiveis atividades biologicas: antimutagénica, anticarcinogénica,
antioxidante, antineoplésica, anti-inflamatoria, anti-hemorragica e agonista da apoptose. As
avaliacOes citotdxics in vitro e genotoxicas ex-vivo detectaram baixas taxas de hemdlise
nas hemécias humanas e reduzida toxicidade celular contra as células da mucosa oral. A
atividade citotoxica sugere 0 uso seguro das concentracfes das substancias avaliadas (500-
1000 pg/mL) e demonstra diferentes formas de interacdo das moléculas com os tipos
celulares analisados. A CIM evidenciou forte efeito dos flavonoides vitexina, tilirosideo e
Pg-1 frente a K. pneumoniae, E. coli e E. fecalis. A CBM revelou que a vitexina possui
efeito bacteriostatico para cepas de K. pneumoniae e E. fecalis; o tilirosideo apresentou
efeito bactericida contra cepa de K. pneumoniae; o Pg-1 foi considerado bactericida para as
cepas de E. fecalis e E. coli, e bacterioestatico na cepa de K. pneumoniae. Os dados
demonstram que a vitexina, o tilirosideo e o Pg-1 sdo moléculas seguras para possiveis
aplicagdes terapéuticas e seu perfil de toxicidade indica viabilidade para estudos futuros.
Palavras-chave: Malvaceae, flavonoides, biodisponibilidade, toxicidade, atividade
antibacteriana, fotoprotecéo.



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 pg/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 INTRODUCAO

Os farmacos disponiveis no mercado, em sua maioria, sdo derivados direta ou
indiretamente de produtos naturais. As plantas medicinais sdo fontes de substancias
bioativas, que possuem grande variedade estrutural de metabdlitos, tais como o0s terpenos,
os alcaloides, as saponinas, 0s esteroides, os taninos e os flavonoides (KHAN et al., 2016).
No mundo, o consumo de frutas, vegetais e 0 uso das plantas medicinais pela populagdo
sdo 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 flavonobides sdao compostos polifendlicos presentes na dieta regular do ser
humano em alimentos de origem vegetal Essas moléculas possuem uma conformacdo
quimica com grupos hidroxila que facilitam a captacdo de radicais livres do meio. Tal
caracteristica permite que os flavondides desempenhem atividades antioxidante, anti-
inflamatéria e anticancer, e contribuam para a reducdo do estresse oxidativo e para
manutencdo da salde (TELES et al., 2015).

Devido a sua grande diversidade de atividade bioldgica, os flavondides sdo de
interesse econdmico e cientifico quanto a sua aplicabilidade farmacoldgica e potencial
terapéutico. Na literatura cientifica, estdo disponiveis diversos estudos que abragem a
identificacdo e propriedades dessas substancias em diferentes espécies vegetais. As
espécies Helicteres velutina, Pavonia glazioviana e Waltheria viscosissima, pertencentes a
familia Malvaceae, vem ganhando destaque, em estudos fitoquimicos, pela presenca, em
especial, de flavonoides (CHAVES et al., 2013), entre eles, a vitexina, o tilirosideo e 0 5,7-
dihidroxi-3,8,4"-trimetoxi, moléculas com acdo antioxidante (FERREIRA et al., 2019),
larvicida (FERNANDES et al., 2019) e antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2019).

Especificamente, o tilirosideo, um flavondide glicosidico presente nos frutos, folhas
e raizes, € um dos principais compostos bioativos de H. velutina (GROCHOWSKI et al.,
2018; FERNANDES et al.,, 2019), conhecido por exercer varios efeitos, como
antibacteriano e larvicida (PANIZZI et al., 2002), antitrombético (HAN et al., 2012),
anticoagulante (GEVRENOVA et al., 2013), hepatoprotetor (GOTO et al., 2012), anti-
inflamatorio (JIN et al., 2016), antiobesidade e antidiabético (NINOMIYA et al., 2007) e
anticancer (LU et al., 2009). Ja o 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi, flavonoide trimetoxilato

encontrado em P. glazioviana, foi observada atividade larvicida (GUALBERTO, 2013;
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CASIMIRO-JUNIIOR, et al., 2013), enquanto a vitexina, um dos constituintes de W.
viscosissima, foi relacionada as propriedades antiviral, antioxidante e antineoplésica dessa
espéecie (ZHANG et al., 2015; AN et al., 2015).

Apesar dos flavondides vitexina, tilirosideo e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (Pg-1)
despertarem grande interesse devido ao seu potencial farmacologico e medicinal, o seu
perfil toxicol6gico ainda é pouco investigado. Dessa forma, determinar o nivel de
toxicidade e avaliar o potencial bioativo é importante para 0 campo de inovacdo
tecnoldgica de farmacos naturais, contribuindo para o enriquecimento do patrimonio
genético e cientifico do pais.

Neste estudo, foi realizada a avaliagdo da toxicidade e a determinacdo das
atividades biologicas dos flavonoides vitexina, tilirosideo e Pg-1, a partir de uma
abordagem in silico, utilizando ensaios de analise da estrutura quimica para a determinacéo
das propriedades bioativas preditivas; ensaios de biodisponibilidade oral e de toxicidade
tedrica; estudos in vitro com métodos toxicologicos em células humanas anucleadas
(citotoxicidade- sistema ABO); a determinacdo do potencial antibacteriano e fator de

protecdo solar; e a analise ex-vivo com células nucleadas (genotoxicidade da mucosa oral).
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Flavonoides — estrutura e caracteristica

Os compostos produzidos pelas plantas sdo divididos em metabolitos primarios e
secundarios. Os metabolitos priméarios fazem parte do metabolismo energético bésico e
incluem as proteinas, os carboidratos e os acidos nucleicos, que sdo indispensaveis a sua
existéncia. Ja os metabdlitos secundarios possuem sua biossintese restrita a algumas
espécies vegetais. Sua producdo esta relacionada a estratégias de defesa, perpetuacdo e
sobrevivéncia da planta e ndo ao metabolismo béasico, e incluem compostos como
polifenois, cumarinas, alcaloides, saponinas, quinonas, esteroides, terpenoides, entre outros
(SILVA et al., 2016).

Dentre os compostos polifendlicos, ou seja, flavonoides, acidos fendlicos, lignanas
e estilbenos, destacam-se os flavondides devido aos seus diversos efeitos biologicos. Sdo
substancias gque se apresentam na forma de pigmentos naturais e protegem as plantas contra
danos causados por agentes oxidantes, como raios ultravioletas (UV). Essas substancias
sdo muito importantes para o desenvolvimento e bom funcionamento dos vegetais, Vvisto
gque permitem uma maior resisténcia e melhor adaptacdo as mudancas climaticas e a
presenca de predadores naturais (AHERNE; O’BRIEN, 2002; MARTINEZ-FLOREZ et
al., 2002).

Os flavondides sdo amplamente distribuidos no reino Plantae, como nas plantas
medicinais e frutas. S&o encontrados, por exemplo, em amoras, morangos (Vaccinium
ssp.), frutas citricas (Citrus ssp.) e nas nozes; no chocolate (Theobroma cacao), e em
bebidas derivadas da uva (Vitis vinifera), como vinho tinto, além do cha verde e do cha
preto (Camelia sinensis) (AHERNE; O’BRIEN, 2002; GORNIAK; BARTOSZEWSKI,
KROLICZEWSKI, 2019).

Os flavonodides s&o compostos formados por uma mistura biogenética proveniente
de rotas metabdlicas do acido chiquimico e acetil-CoA (SIMOES et al., 2017). Os estudos
de caracterizagdo quimica os classificam como compostos de baixo peso molecular que
compartilham um esqueleto difenilpirano comum (C6-C3-C6) com dois aneis fenil (A e B)
ligados por um anel C pirano (heterociclico). Atomos de carbono nos anéis A e C sio
numerados de 2 a 8, e os do anel B, de 2 a6 (CARTAYA; REYNALDO, 2001) (Figura 1).

Os flavonoides séo responsaveis pela coloracao das flores, polinizacéo e filtracdo de raios
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solares, que esta relacionda a presenca de hidroxilas na sua estrutra. As hidroxilas atuam
no sequestro de ions ferro e de outros metais, conferindo potencial antioxidante, com
capacidade de captar radicais livres e proteger o vegetal de efeitos deletérios causados por
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos no ambiente. (OLIVEIRA et al., 2012; LOPES et al.,
2016).

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA BASICA DOS FLAVONOIDES

FONTE: O autor (2022)

Portanto, devido a estas caracteristicas, os flavondides sdo capazes de reparar danos
celulares, melhorar a atividade de enzimas nas células endoteliais e reduzir a geracdo de
radicais livres (ZHANG et al., 2009), o que justifica a funcdo essencial destas moléculas na
protecdo contra efeitos oxidativos, contribuindo na sua acdo terapéutica contra diversas
patologias (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002). Além dos conhecidos efeitos
antioxidantes, também possuem outras propriedades bioativas como: interacdo no
mecanismo de comunicacdo das proteinas de membranas (jungBes comunicantes),
regulacio do crescimento celular e inducdo de enzimas de desintoxicagdo
(monooxigenases dependentes do citocromo P-450) (ESTRADA-REYES et al., 2012).

As atividades bioativas dos flavondides dependem das propriedades de redugédo nos
grupamentos presentes em seus anéis aromaticos. A principal classificacdo que distingue
sua estrutura e potencial bioativo foi adotada em categorias diferentes, a saber:

A. Flavanois com um anel pirano heterociclico e um grupo-OH na posic¢ao 3 do anel C
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(por exemplo, a catequina);
B. Flavonois com um grupo carbonil na posi¢do 4 e um grupo -OH na posi¢do 3 do
anel C (por exemplo, a quercetina);
C. Isoflavonas com um grupo carbonila na posi¢cdo C-4 do anel C (por exemplo, a
genisteina);
D. Antocianidinas com um grupo anexado-OH na posi¢do 3, mas também tem uma
ligacdo dupla entre os carbonos 3 e 4 do anel C (por exemplo, o cloreto de cianidina);
E. Flavanonas com um grupo carbonil na posi¢cdo 4 do anel C e auséncia do grupo
hidroxila na posi¢do C3 (por exemplo, a diosmetina);

A estrutura bésica dos tipos diferentes de flavondides (HUBER; RODRIGUEZ-

AMAYA, 2008) estdo representados na figura 2.

FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DOS DIFERENTES TIPOS DE FLAVONOIDES,
(A) FLAVONOIS, (B) FLAVANOIS, (C) ISOFLAVONAS, (D) ANTOCIANIDINAS,
(E) FLAVANONAS

4)

(E)

Flavanonas

Isoflavonas

FONTE: Huber; Rodriguez-Amaya (2008)
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Estes compostos podem sofrer variadas modificagdes estruturais ao entrar em
contato com o organismo, tais como: glicosilacdo, esterificagdo, amidacgdo, hidroxilacéo,
que irdo modular a polaridade e, consequentemente, sua farmacocinética. O seu acumulo
pode inativar o papel funcional e aumentar o potencial de toxicidade para o individuo
(FERREIRA et al., 2015). Dessa forma, etapas de estudos que investigam o papel bioativo
e 0 menor potencial de toxicidade sobre o organismo s&o fundamentais para ensaios com

substancias candidatas a novos farmacos.

2.1.1 Potencial farmacoldgico dos flavondéides

Os compostos polifendlicos eram considerados antinutrientes - substancias
presentes nas plantas capazes de inibir enzimas digestivas, bloqueando a absorcdo de
nutrientes pelo organismo. Assim, devido a alguns efeitos adversos no metabolismo
humano, essas substancias ndo possuiam grande apelo para pesquisa no desenvolvimento
de medicamentos (SOUSA et al., 2011).

Entretanto, o conhecimento das propriedades antioxidantes dos fenolicos trouxe um
novo interesse em relacdo aos possiveis efeitos terapéuticos. Os flavondides sdo atualmente
as principais substancias que se destacam através do seu potencial antioxidante, sendo
descrito em estudos epidemioldgicos a eficacia de dietas ricas nestes compostos associadas
ao baixo risco de doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (FERREIRA et al.,
2015).

Os principais flavondis avaliados nas fontes alimentares sdo a miricetina, a
quercetina e o kaempferol, e as flavonas apigenina e luteolina. Essas moléculas sdo as mais
amplamente distribuidas nos alimentos, sendo as mais investigadas em estudos sobre
compostos antioxidantes e anticarcinogénicos. Outros efeitos farmacoldgicos também tém
sido atribuidos aos flavonoides como inibicdo da proliferacdo celular, anti-inflamatorio,
anti-fibrotico, anticoagulante, antibacteriano, antiaterogénico e antihipertensivo (HUBER;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Os flavondides presentes nas variadas espécies vegetais sdo determinados por
fatores intrinsecos de enzimas controladas geneticamente que regulam a sintese e
distribuicdo nas plantas. Além disso, o seu contetdo é influenciado por fatores extrinsecos,
como estacdo do ano, incidéncia de radiagdo UV, clima, composi¢do do solo, preparo e
processamento do alimento (PABON-BAQUERO et al., 2018).

24



A radiacdo solar é absorvida pelos flavondides na faixa dos comprimentos de onda
de 280 a 315 nandmetros, agindo como filtro de radiacdo UV e protecdo contra danos nas
células vegetais. O efeito fotoprotetor foi evidenciado, inicialmente, em estudos utilizando
extratos de plantas ricos em flavonodides que possuiam alta taxa de protecdo UV.
Recentemente, outros estudos com compostos vegetais, formulagdes fitoquimicas e
moléculas isoladas forneceram evidéncias mais robustas e convincentes de que plantas
expostas a radiacdo UV respondem por mudancas na sintese de flavonoides, 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 radiacdo solar nos teores de flavondide em inflorescéncias do brocolis.
Apds a exposicdo, foram observados elevados niveis de compostos polifendlicos na
composicdo desse vegetal, mostrando uma correlacdo positiva com a radiacdo solar e o
desempenho nutricional dos alimentos (FALLER; FIALHO, 2010).

Outro efeito farmacolégico de grande destaque para os flavondides compreende o
seu potencial antimicrobiano: bioatividade que defende a planta/consumidores de infecgdes
provocadas por microrganismos externos como parasitas, fungos, bactérias e virus.

Para deter a disseminacdo de patégenos, as plantas possuem imunidade inata que
envolve diferentes etapas de respostas de defesa e algumas dessas incluem a biossintese de
flavondides (PIASECKA et al., 2015). A grande parte dos estudos que relatam as suas
propriedades antibacterianas ressalta o efeito contra patdgenos de plantas, o que poderia ser
efetivamente aplicado no combate a patégenos humanos. As atividades antibacterianas dos
flavondides usam mecanismos diferentes das drogas comerciais e, portanto, podem ser
importantes na descoberta de novas terapias contra a acdo das bactérias (PANDEY;
KUMAR, 2013).

As catequinas tém sido extensamente estudadas por suas propriedades
antibacterianas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo frequentemente
associadas aos efeitos antibacterianos e as interacbes com a membrana celular.
(REYGAERT, 2014). Em contraste com os efeitos protetores dos flavondides nas
membranas em diversos tipos celulares, as catequinas rompem a membrana bacteriana ao
se ligarem a bicamada lipidica e ao inativarem ou inibirem a sintese de enzimas
intracelulares e extracelulares. Fathima e Rao (2016) relataram que o modo de agédo
bactericida demonstrado pelas catequinas € uma explosdo oxidativa ocasionada pela

geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que causam danos e alteracBes na

25



permeabilidade da membrana. Assim, os flavondides tendem a ter como alvo a bicamada
lipidica, modificando as propriedades fisico-quimicas para exercer suas bioatividades.

Como discutido no estudo de Ingdlfsson et al. (2014), fitoquimicos de diferentes
estruturas, como os polifenois, podem alterar as propriedades da membrana e regular
biofungdes de diversas proteinas presentes na sua constituicdo. A acdo dos flavondides na
bicamada lipidica envolve dois mecanismos: 0 primeiro estad associado a ligacdo das
moléculas mais apolares no interior hidrofébico, enquanto o segundo promove a ligacao
através de pontes de hidrogénio entre os grupos de cabeca polares de lipidios e 0s
flavonoides mais hidrofilicos localizados na interface da membrana (TSUCHIYA, 2015).
Além disso, as interacBes inespecificas de flavonodides com fosfolipideos podem induzir
mudancas estruturais nas propriedades da membrana (espessura e acoplamento de
moléculas) e modular indiretamente a distribuicdo/funcdo das proteinas, bem como
influenciar as propriedades farmacolégicas dos proprios flavonodides (ARORA et al., 2012;
GORNIAK; BARTOSZEWSKI; KROLICZEWSKI, 2019).

2.2 Espécies vegetais como fonte de flavondides

Os flavondides sdo compostos encontrados em abundancia nas angiospermas,
dentre as quais se inclui a famila Malvaceae (MACHADO et al., 2008). A presenca de
compostos fendlicos em espécies que integram essa familia é favorecida pela sua
localizacdo geogréafica, que é mais caracteristica de zonas tropicais, com o ambiente
climatico possuindo temperatura média do ar, em todos 0os meses do ano, superior a 18 °C.
Isto gera fatores propicios para o desenvolvimento de uma grande diversidade de plantas,
embora haja maior desafio para sua adaptacao e sobrevivéncia (FINCH et al., 2017). Entre
0s compostos fendlicos encontrados na natureza, os flavondides se destacam como as
principais substancias ativas presentes nas espécies da familia Malvaceae (FERREIRA et
al., 2019).

2.2.1 Familia Malvaceae

As plantas da familia Malvaceae fazem parte de um grupo de familias que
compdem a ordem Malvales: Bombacaceae, Sterculiaceae, Tiliaceae e Malvaceae,

representadas mundialmente por 250 géneros e 4.300 espécies, distribuidas,
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principalmente, nas regifes tropicais e subtropicais, que sdo mais propicias ao seu
desenvolvimento (FERNANDES-JUNIOR; KONNO, 2017; CARVALHO et al., 2011).

O Brasil é considerado um pais tropical com geolocalizacdo que atribui maior
incidéncia de radiacdo solar sobre o seu territorio, criando um clima propicio para o
desenvolvimento de diversos tipos de plantas (COFFEY; JANSEN, 2019). Na
biodiversidade brasileira, a familia Malvaceae apresenta cerca de 70 géneros e 783
especies. Algumas destas espécies sd@o endémicas, com distribuicdo pantropical presente
em todos os estados brasileiros (MARQUES et al., 2017).

Dentre 0s géneros com maior representacdo nesta familia, estdo os géneros
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 viscosissima, cuja localizacdo concentra-se nas regides
norte e nordeste do Brasil, apesar da W. viscosissima ocorrer com frequéncia também nas

regides sudeste e centro-oeste (Figura 3).

FIGURA 3 - DISTRIBUICAO DAS ESPECIES Helicteres velutina, Pavonia glazioviana E Waltheria
viscosissima NA AMERICA DO SUL
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FONTE: Disponivel em: www.tropico.org. Data da consulta: 14 de janeiro de 2021.
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As plantas pertencentes & familia Malvaceae apresentam-se como subarbustos,
arbustos e arvores, de tamanho pequeno ou médio. Suas folhas sdo alternas, simples ou
compostas palmadas, com margens inteiras ou serradas. As flores sdo hemafroditas ou
assexuadas, e chamam atenc¢éo devido a sua coloracdo (AGUIAR et al., 2012; ALMEIDA,
2016). Muitas espécies sdo largamente usadas na terapéutica como anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antipiréticos e diuréticos, por possuirem classes de substancias bioativas,
incluindo esteroides, terpenos, flavondides e cumarinas (AHMED et al., 2017). O alto teor
de compostos fendlicos, como os flavonoides, indica um potencial antioxidante natural
destas plantas. Os antioxidantes estdo relacionados a diminuicdo do estresse oxidativo,
sendo capazes de retardar ou inibir a oxidacdo celular. Além disso, reduzem o processo
inflamatdrio, preservando as células e evitando efeitos citotoxicos degenerativos (LOPES
etal., 2016).

Estudos fitoquimicos realizados em diferentes espécies desta familia indicaram a
presenca de varios compostos ativos, com destaque para os flavondides. Dentre 0s
representantes deste grande grupo de compostos secundarios e de relevancia neste estudo,
estdo os flavonoides 5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-B-glucopiranosideo (vitexina), obtido
da espécie W. viscosissima (FERREIRA et al., 2019); Canferol-3-O-B-D-(6"-Ep-
coumaril) glucopiranosideo (tilirosideo), proveniente de H. velutina (FERNANDES et
al., 2019), e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi, extraido de P. glazioviana (OLIVEIRA,
2019).

2.2.2 Helicteres velutina e o tilirosideo

Dentre os géneros de plantas que integram a familia Malvaceae, destacamos o
género Helicteres L., cujos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos de algumas espécies tém
grande utilizacdo na medicina popular. Em regides tropicais, como América e Asia,
encontramos diversas espécies, incluindo H. isora, H. angustifélia e H. hirsute, que séo as
mais frequentes em estudos de fitoquimica e farmacologia (BALOGUN et al., 2015).

As espécies de Helicteres L. sdo caracterizadas morfologicamente como arbustos
ou subarbustos, com flores vistosas, zigomorfas, pediceladas, geralmente pendentes e
inodoras, e frutos dispostos em capsulas espirais distintas. Na America, ha 38 espécies
distribuidas pelo continente, entre as quais as mais estudadas cientificamente sdo: H. saca-

rolha, H. eichleri e H. velutina, as duas Gltimas endémicas no Brasil, que é considerado o
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centro de diversidade deste género nas Américas, tendo a ocorréncia registrada de 31
espécies (FERNANDES et al., 2020).

A espécie H. velutina K. Schum, conhecida como "Pit6", é comumente encontrada
nas regides Nordeste e Sudeste do Brasil, sendo utilizada como repelente de insetos pela
tribo indigena 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: Disponivel em
http://www.plantsoftheworldonline.org.
Consulta: 20 de janeiro de 2021

Os extratos de partes aereas da H. velutina ttm como composicdo majoritaria 0s
flavonoides, cujas atividades biologicas incluem: antioxidante, antibacteriana, anti-
inflamatdria e larvicida (FERNANDES et al., 2020). Estudos fitoquimicos realizados por
Fernandes et al. (2018) evidenciaram a presenca do flavondide Canferol-3-O-3-D-(6"-Ep-
coumaril) glucopiranosideo, também conhecido como tilirosideo, entre seus

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

OH

OH

OH

FONTE: O autor (2022)

O tilirosideo estd presente em diversos produtos naturais que possuem um amplo
espectro de atividades bioldgicas, a saber: antibacteriana e larvicida (FERNANDES et al.,
2018), antitrombdtica (HAN et al., 2012), anticoagulante (GEVRENOVA et al., 2013),
hepatoprotetora (GOTO et al., 2012), anti-inflamatéria (JIN et al., 2016), controle de
obesidade e diabetes (NINOMIYA et al., 2007), anticancer e protecdo ultravioleta (UV)
(LU et al., 2009; CHICARO et al., 2004).

Entretanto, estudos relacionados a toxicidade e ao efeito farmacoldgico do
tilirosideo, de forma isolada, sdo escassos. Assim, considerando a ampla variedade de
compostos que as plantas metabolizam e a variacdo quantitativa e qualitativa destes,
decorrentes de alteracdes no ambiente, clima, estresses fisicos e quimicos, torna-se
pertinente estudar espécies de uso popular em diversas regifes brasileiras, visando atribuir

niveis seguros de utilizacdo e determinar seus efeitos farmacologicos.

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

O género Pavonia possui 250 espécies apenas no continente americano, sendo
considerado um dos maiores géneros da familia Malvaceae, com distribui¢do em regides de
clima temperado e tropical (GUALBERTO, 2013; GARCIA, 2007). No Brasil, foram
descritos cerca de 120 espécies, distribuidas nas regides Nordeste e Sudeste, apresentando-
se como ervas, arbustos e arvores de pequeno porte (LOPES, 2014; FERNANDES, 2013).

Através de estudos fitoquimicos, em diferentes espécies do género Pavonia, foram

isolados compostos biotativos, como alcaloides, flavondides, saponinas, taninos e
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terpenoides (CHAVES, 2016; ANDRADE et al, 2012). Além disso, estudos
farmacoldgicos revelaram diversas propriedades bioativas, a saber: P. zeylanica L.,
utilizada como vermifuga e purgativa (TIWARI; MINOCHA, 1980); P. distinguenda,
potencial antibacteriano e antineoplasico em tumores de prostata (MARASCIULO et al.,
2006); P. varians, tratamento de infec¢Ges do aparelho digestivo (LEAL, 2018); P.
zeylanica e P. glazioviana, atividade larvicida (VAHITHA et al., 2002; OLIVEIRA, 2019);
e P. odorata, acdo antioxidante (RAJALAKSHMI; VADIVEL; PUGALENTHI, 2016).

A espécie P. glazioviana é caracterizada como um arbusto com folhas ovais e
margem serreadas (Figura 6). E uma planta endémica da regido Nordeste do Brasil, com
dominio fitogeografico na caatinga, encontrada nos estados do Piaui, Ceard e de
Pernambuco a Bahia (ESTEVES, 2001). E também conhecida como “malva-da-chapada” e
“tampa-cabaga”, e utilizada como forrageira de animais domesticos e como recurso floral
para abelhas (MAZZOTTI et al., 2010). Contudo, seu potencial terapéutico €
desconhecido, com escassez de dados na literatura sobre estudos fitoquimicos e

farmacoldgicos.

FIGURA 6 - MALVACEAE: Pavonia glazioviana

FONTE: Disponivel em

http://www.plantsoftheworldonline.org.
Consulta: 20 de janeiro de 2021
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Em estudos fitoquimicos recentes, desenvolvidos por Oliveira (2019) com a espécie
P. glazioviana, foi realizado o isolamento de compostos flavondides, 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

OCH,3

OH o

FONTE: O autor (2022)

Em pesquisas utilizando outras espécies vegetais, foi evidenciada a extracdo de
flavonoides molecularmente analogos ao 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (i.e. 5-hidroxi
34" 7-trimetoxi — TMF-1 e 5,7,4-trimetoxi — TMF-2), que possuem propriedades
bioldgicas atribuidas ao seu potencial bioativo como atividades antimutagénica,
anticarcinogénica, antioxidante e anti-inflamatdéria (OLIVEIRA FILHO et al., 2015;
SUDHA et al., 2018).

2.2.4 Waltheria viscosissima e a vitexina

O género Waltheria pertence a familia Sterculiaceae, que é um membro da
Malvaceae sensu lato. Ha 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 (CORREA, 1984). As espécies desse
género sdo nativas, ocorrendo com frequéncia na Asia 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 viscosissima A. St. Hil.
(LORENZI; MATOS, 2002).
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A espécie W. viscosissima A. St. Hil, popularmente conhecida como "malva branca" e
"malva viscosa", é uma planta rica em 6leos essenciais e mucilagem. E nativa da regido
Nordeste do Brasil, sendo utilizada como antitussigena e expectorante (VASQUES et al.,
1999). Apresenta-se como um arbusto perene que alcanca 50 cm de altura, com pilosidade
cinzenta, aveludada e ramos providos de pélos glandulosos, folhas simples, com floracéo e
frutificagdo por meio de sementes (Figura 8) (MOREIRA et al., 2011).

FIGURA 8 - MALVACEAE: Walhteria viscosissima

FONTE: Disponivel em

http://www.plantsoftheworldonline.org.
Consulta: 20 de janeiro de 2021

A W. viscosissima se destaca na medicina popular brasileira por suas atividades
expectorante, antitussigena, emoliente e maturativa de tumores, além de limpar velhas
tlceras (CORREA, 1984). Entre os compostos responsaveis por seu potencial bioldgico,
estudos destacam a presenca de alcaloides da quinolona (HOELZEL et al., 2005; LIMA et
al., 2009; CRETTON et al., 2016), triterpenos, fendlicos e flavondides (MONTEILLIER et
al., 2017; CARIDADE et al., 2018).

Em estudos fitoquimicos recentes, foi isolado o flavonoide 5,7,4'-trihidroxiflavona-
8-C-B-glucopiranosideo — vitexina (Figura 9) de partes aéreas e raizes de W.
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viscosissima. Foram também identificadas varias atividades biologicas, como antioxidante,
antibacteriana, antiviral, antineoplésica e anti-inflamatdria, além de acéo 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 captacdo de radicais livres,

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

FIGURA 9 -5,7,4-TRIHIDROXIFLAVONA-8-
C-B- GLUCOPIRANOSIDEO - VITEXINA

OH
(o)
H(?-IO OH
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HO 5 (o)
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FONTE: O autor (2022)

2.3 Toxicidade de substancias candidatas a farmacos

Os mecanismos precisos pelos quais os flavondides exercem seus efeitos benéficos
a saude necessitam de estudos especificos para a determinacgdo do curso e da acdo de cada
substancia no organismo até desempenhar seu potencial biolégico. Vale destacar que 0s
parametros farmacocinéticos de absor¢éo, distribuicdo, metabolizacéo e excrecdo (ADME)
sdo 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 experimentagdo como
docking/in silico, in vitro, in vivo, entre outros.

As atividades de pesquisa na area de medicamentos tém passado por constante
evolugdo. A descoberta e isolamento de substéncias e o potencial bioativo molecular
contam com um arsenal de testes pré-clinicos e clinicos, envolvendo experimentos que
buscam alcancar os padrbes de seguranca e eficicia exigidos para os fins comerciais
farmacéuticos (SANTOS; VALE; COSTA, 2017).
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O estudo dos candidatos a farmacos pode ser realizado por meio de analises
computacionais conhecidas como docking ou estudos in silico. Atraves de softwares e
modelos matematicos e estatisticos, realizam-se predicdes de potencial bioldgico e
farmacologico de moléculas em curto espaco de tempo, contribuindo, de forma agil e com
menor custo, para a identificacdo de possiveis alvos farmacéuticos (TOROPOVA, 2017).

As metodologias denominadas in vitro, traduzido do latim que significa “em
vidro”, se aliam a estratéegia dos estudos farmacoldgicos, sendo utilizadas de forma
sequencial ao in silico. A selecdo das moléculas mais promissoras € avaliada em
metodologias de bancada utilizando tubos e placas com populacdo de microrganismos e
células limitadas. Esses testes avaliam o potencial biolégico de forma répida, com custo
relativamente baixo (VELASCO et al., 2011).

No método ex-vivo, que significa “fora de um corpo vivo

i3

, 0s tecidos vivos nédo
séo criados artificialmente, mas retirados diretamente de um organismo vivo. O ex-vivo
compreende uma analise mais refinada quanto a resposta dada ao objeto de estudo. Utiliza-
se de analises mais complexas com diversidade celular maior e mais proxima das
condicdes in vivo, sendo, no entanto, menos reativo a resposta bioldgica em tratamentos de
estresse. Apesar da forma célere nos resultados apresentados por esse método, o custo
geralmente torna-se oneroso dado a maior complexidade de suas metodologias e
necessidade de reagentes (EVANS et al., 2013).

2.3.1 Estudo in silico

As moléculas candidatas a farmacos devem possuir promissora atividade bioldgica
e um bom perfil de biodisponibilidade. Dentre 10.000 moléculas utilizadas nos estagios
iniciais de pesquisa, apenas uma consegue chegar a fase de comercializacdo (BUNNAGE,
2011). Desta forma, 0s ensaios que promovem processos de triagem com agilidade,
eficacia e baixo custo sdo alternativas vidveis na pesquisa de novas substancias com
potencial farmacoldgico.

Os modelos in silico s&o empregados nos estagios iniciais de pesquisas que visam o
desenvolvimento de moléculas naturais e sintéticas com potencial terapéutico. Esses
ensaios sdo 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 identificagdo de novas

35



substancias, além de possuir reprodutibilidade, rapidez e exatiddo (SRINIVAS et al.,
2014).

A determinacdo das propriedades farmacocinéticas de absorcdo, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET), essenciais no estudo dos candidatos a
novos farmacos, tém 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 sao
caracteristicas quimicas e estruturais que potencializam a bioatividade (DUCHOWICZ et
al., 2007).

Os parametros revelados pelo ADMET tém um papel importante na definicdo da
disponibilidade in vivo e os efeitos toxicos das moléculas em estudo (HANSCH et al.,
2004). Aliado a identificacdo das propriedades farmacocinéticas, outros softwares buscam
elucidar, através das informac6es em bancos de dados cientificos, os mecanismos de acdo
de forma tedrica e preditiva, com a utilizacdo de ferramentas especificas, como o0s
programas Molinspiration, PassOnline, ToxPredict e OSIRIS Property Explorer, que
acessam ou geram informacdes a partir de bancos de dados cientificos seguros sobre
moléculas quimicas e suas possiveis atividades (KUMAR; RAJAGOPAL, 2015).

2.3.2 Estudo in vitro e ex-vivo

Os estudos in vitro consistem em métodos rapidos e eficientes para avaliar uma
série de potenciais bioativos e toxicoldgicos, fornecendo informacgdes sobre as diversas
formas de interacdo entre as substancias ativas e células humanas ou animais (ARORA et
al., 2012). As vantagens na utilizacdo dos estudos in vitro incluem a evidéncia dos efeitos
primarios na interacdo dos organismos e substancias ativas com baixo custo, rapidez e alta
eficiéncia (HUANG et al., 2010).

Existem ensaios in vitro considerados classicos na determinacdo da citotoxicidade.
Os métodos empregados sdo relativamente simples e consistem em analises
espectrofotométricas que utilizam marcadores para determinar a viabilidade celular por
meio da avaliagdo de integridade das membranas. Varios trabalhos ja evidenciaram que
substancias bioativas apresentam baixa toxicidade celular e/ou conferem protegéo contra
radicais livres, utilizando métodos convencionais e acessiveis, como o hemolitico e o anti-
hemolitico (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 séo caros,
dispendem muito tempo e levam a muitos impasses éticos (REUS et al., 2012). Assim, 0s
ensaios ex-vivo se tornam uma ferramenta alternativa para avaliacdo de varios parametros
bioldgicos, incluindo a toxicidade. Por exemplo, em estudos realizados para analise da
genotoxicidade em celulas de mucosa oral, foi revelada a interacdo das substancias com os
nucleos celulares causando mutacgdes e degeneracédo (XU et al., 2013).

Em ambas as abordagens in vitro e ex-vivo, & possivel utilizar tecidos ou células
especificas como células escamossas de humanos que sdo comumente usadas em modelos
experimentais para identificar o potencial tdxico de produtos farmacéuticos. Os
procedimentos ex-vivo geralmente envolvem células e tecidos retirados de organismos em
condicdes estéreis, sem alteracGes, para experimentacdo, por até 24 horas (LELIEVRE et
al., 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a biodisponibilidade, toxicidade e determinacdo do fator de protecdo
solar e potencial antimicrobiano e genotdxico dos flavondides vitexina, tilirosideo e 5,7-
dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi (Pg-1), isolados de espécies da familia Malvaceae

3.2 Objetivos Especificos

Ensaios in silico

1. Descrever as propriedades farmacoldgicas, através do software PASS online®,
relacionadas a atividade anticancerigena, as doencas do sistema reprodutor feminino,
doencas cronicas e neoplasias do sistema gastrointestinal;

2. Avaliar a biodisponibilidade oral tedrica através do software Molinspiration
Cheminformatics®;

3. Determinar a toxicidade tedrica, utilizando o software admetSAR®:

Ensaios in vitro

4. Demonstrar o potencial citotoxico através da atividade hemolitica em eritrocitos
humanos dos tipos sanguineos A, B e O;

5. Aferir a colecdo de espectros produzidos no ensaio de atividade foto-protetora pela acéo
produzida das substancias em estudo;

6. Avaliar o efeito antibacteriano, quantificando sua Concentracdo Inibitdria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) in vitro contra cepas: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Klebsiella

pneumoniae.

Ensaios ex-vivo

7. Investigar o potencial genotdxico das substancias, 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 Laboratorio de Ensaios
Toxicoldgicos (LABETOX) na Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As metodologias
de analise de citotoxicidade in vitro e genotoxicidade ex-vivo foram realizadas em parceria
com o Laboratério de Fitoterapia, Bioquimica e Microbiologia (LAFBIM), coordenado
pelo Prof. Dr. Abrahdo 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 Prof® Dr® Adilva de Souza
Conceicdo da Universidade do Estado da Bahia (UNEB). As espécies vegetais foram
registradas (nimeros de registro: 28709 e 28709-1, respectivamente) e depositadas no
Herbario da UNEB (HUNEB, Colec¢do Paulo Afonso). As partes aéreas de W. viscosissima
foram coletadas em agosto de 2013, em Santa Rita (Paraiba, Brasil). A planta foi
identificada pela Prof* Dr* Maria de Fatima Agra da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) e, posteriormente, registrada e depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(nimero MF Agra 21709) da UFPB (Jodo Pessoa, Brasil).

O material vegetal foi secado a 40 °C, pulverizado e macerado com etanol 95% (5
L) por 72 horas. A solucdo de extrato foi evaporada sob pressdo reduzida a 40 °C para a
producéo dos extratos etandlicos brutos (EEBs). Em seguida, foi realizada a separacéo por
cromatografia liquido-liquido, usando hexano, diclorometano (CH2Cl2)/cloroférmio
(CHCIs), acetato de etila e n-butanol, o que resultou na obtencéo das respectivas fracoes,
além da fracdo hidroalcoolica. As fragdes diclorometano/cloroformio foram submetidas a
procedimentos cromatograficos e espectroscopicos, resultando no isolamento e
caracterizagdo estrutural dos trés flavondides: vitexina - 5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-f3-

glucopiranosideo, tilirosideo - canferol-3-O-f3-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 - OBTENGAO DE EXTRATOS (EEBSs), FRACOES DICLOROMETANO/CLOROFORMIO
(FDIFC) E SUBSTANCIAS ISOLADAS DE ESPECIES DA FAMILIA MALVACEAE sensu lato

[ Malvaceae sensu lato ]
W. viscosissima H. velutina P. glazioviana
(EEB - Wy) (EEB - Hv) (EEB - Pg)

*» | EEBs |

r

CHCl, Fracao CH,Cl, Fracao CHCI, Fracao
(FC-Wy) (FD - Hv) (FC-Pg)

! | }

Legenda: (EEB-WVv) Extrato Etandlico Bruto de Waltheria viscosissima; (EEB-Hv) Extrato Etandlico Bruto

de Helicteres velutina; (EEB-Pg) Extrato Etanolico Bruto de Pavonia glazioviana; (FC-Wv) Fase
Cloroférmica Waltheria viscosissima; (FD-Hv) Fase Diclorometano Helicteres velutina; (FC-Pg) Fase
Cloroférmica Pavonia glazioviana.

FONTE: O autor (2022).

Os flavondides vitexina, tilirosideo e Pg-1, com os extratos utilizados durante o
processo de purificacdo, descritos neste trabalho, foram cedidos pela equipe da Prof? Dr?
Maria de Fatima Vanderlei de Souza (PgPNSB/DITM/UFPB). Informacdes mais
detalhadas sobre obtencéo e determinacdo estrutural podem ser consultadas em trabalhos
anteriores-{(FERNANDES et al., 2018, FERREIRA et al., 2019, OLIVEIRA, 2019).

4.3 Ensaios in silico

A estrutura quimica das substancias vitexina, tilirosideo e Pg-1 foi obtida na base
de dados Pubchem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (Figura 11).

42



FIGURA 11 - ESTRUTURAS DOS FLAVONOIDES VITEXINA, TILIROSIDEO E PG-1, OBTIDOS DE
ESPECIES DA FAMILIA MALVACEAE

Vitexina Tilirosideo Pa-1

FONTE: O autor (2022)

4.3.1 Propriedades farmacoldgicas por PASS online®

A previsdo dos espectros de atividade das substancias foi determinada pelo
software PASS online® (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/). Este software avalia o
potencial bioldgico de moléculas organicas quando em contato com o organismo humano,
obtendo previsbes simultaneas de maultiplos tipos de atividades biolégicas com base na
estrutura dos compostos em estudo. Os espectros de atividade previstos de um composto
sdo classificados como probabilidade de ser ativo (Pa) ou probabilidade de ser inativo (Pi).
Quando Pa é maior que Pi, o composto € considerado experimentalmente ativo (RAKIB et
al., 2020).

4.3.2 Biodisponibilidade oral tedrica por Molinspiration Cheminformatics®

A avaliacdo da biodisponibilidade oral tedrica das substancias foi realizada através
do programa Molinspiration Cheminformatics®, um software gratuito encontrado no
enderecgo: http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties (VERMA et al., 2012). Os
pardmetros descritos para cada molécula sdo avaliados de acordo com a “Regra dos Cinco”
de Lipinski (R05), que estabelece critérios para compostos contendo boa
biodisponibilidade oral tedrica. Dessa forma, foi estabelecido que os compostos que sdo
melhor absorvidos na forma oral possuem: Massa Molar (MM) menor ou igual a 500
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g.mol; maximo de 10 grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (NON); maximo de 5
grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (NnOHNH); area de superficie polar (TPSA)
menor ou igual a 140 A?; coeficiente de lipofilicidade (LogP) menor ou igual a 5,00;
coeficiente de solubilidade aquosa (LogS) menor ou igual a -4,00, e niumero de violagdes
(nviolations) a Ro5 menor ou igual a 1 (LIPINSKI et al., 1997).

4.3.3 Toxicidade tedrica por admetSAR®

Na determinacdo do potencial toxicologico das substancias, foi utilizado um
software gratuito admetSAR® (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsarl/), que verifica, a partir
de predicbes, o potencial Toxicidade AMES, Agentes Cancerigenos, 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
substancia analisada (AHMAD et al., 2016).

4.4 Obtencdo de heméacias e células de mucosa oral humana

Os ensaios in vitro e ex-vivo foram realizados segundo o Codigo de Etica da
Associacdo Médica Mundial e aprovados pelo comité de ética (Numero do Parecer:
3.621.284 - Anexo 1). As amostras de sangue dos tipos A, B e O e o esfregaco de mucosa
oral foram doados por jovens adultos saudaveis de ambos os sexos, com faixa etaria de 18
a 40 anos de idade.

O processamento da amostra de hemacias e células humanas eucariéticas obedeceu a
todos os protocolos de seguranca de manipulacdo e descarte de material. A populacéo
amostral foi constituida de alunos da Universidade Federal de Campina Grande (campus
Patos - PB) dos cursos de Ciéncias Biologicas e Odontologia, participantes ativos do
Laboratorio de Fitoterapia, Biogquimica e Microbiologia, coordenado pelo Prof. Dr.
Abrahédo Alves de Oliveira Filho.
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4.5 Ensaios in vitro

4.5.1 Potencial citotoxico em eritrécitos humanos (sistema ABO)

Aliquotas 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. Apds repetir este procedimento duas vezes, 0
sedimento da ultima centrifugacdo foi ressuspenso em NaCl a 0,9% para produzir uma
suspensdo de hemacias a 0,5% livre de leucdcitos e plaquetas. Em seguida, 2 mL de
suspensdes de hemécias foram tratadas com a substancia teste, nas concentracdes de 50,
100, 500 e 1000 pg/mL. As amostras foram incubadas por 1 h a 22 + 2 °C e mantidas em
agitacdo lenta e continua (100 rpm). Posteriormente, foram centrifugadas a 2500 rpm por 5
min. A hemdlise foi quantificada por espectrofotometria no comprimento de onda de
absorbancia maxima (540 nm), como mostra a figura 12. Uma suspensdo de hemacias foi
utilizada como controle negativo (0% hemalise) e outra suspensdo de hemécias com Triton
X-100 a 1% foi usada como controle positivo (100% hemolise) (RANGEL et al., 1997).
Cada teste foi realizado em triplicata e os dados foram expressos em porcentagens de

hemdlise que representam a média aritmética de trés medidas.

FIGURA 12 - AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE EM ERITROCITOS HUMANOS

NN

‘
b B
+ 0.8 + * - *
b = ‘u U SougmL  100ugmL  500pg/mL  1000ugimL
(A) Coleta e processamento de hemacias humanas (B) Incubacio de hemacias em diferentes concentracdes de amostra

(C) Determinacao do percentual de hemolise

FONTE: O autor (2022)
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4.5.2 Determinacdo do fator de protecdo solar (FPS)

Na determinacdo do fator de protecdo solar (FPS), foi utilizado o método
espectrofotométrico de amostras em solucéo adaptado por Mansur et al. (1986). O método
propbe a andlise das solucBes contendo substdncias testes em quatro diferentes
concentragdes (50, 100, 500 e 1000 pg/mL), alcancando o volume final de 2 mL na analise
do FPS com diluicdo em etanol. Para tanto, as fracGes foram previamente solubilizadas em
agua deionizada, levadas ao vortex e diluidas em solugéo alcoodlica (alcool etilico PA).

As solugbes foram submetidas as leituras de suas absorbancias, de cinco em cinco
nm, utilizando-se cubetas de quartzo em espectrofotdometro na faixa do UV (290 a 320
nm). Em seguida, os valores de absorbancia obtidos foram substituidos na equacao
adaptada por Mansur et al. (1986), que relaciona o produto entre o efeito eritematdgeno
(EE) e a intensidade da radiacdo (I), que é constante em cada comprimento de onda. Os
testes foram feitos em triplicatas, conforme a figura 13.

FIGURA 13 - DETERMINACAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR (FPS)

Ultraviolet

' Absorbéncia

Amostra bioldgica ‘ E 290 -320 nm
+ * O Visible Light

YY" o, e

“ ‘ K ,| ' EFPS espectrofotométrico = FC.ZEE(A). 1(X). Abs(}) :
W i ' i
u '

v v
50pg/mL 100ugimL ~ 500ug/mL  1000ug/mL

____________________________________________________________

(A) Diluicao da amostra em diferentes concentracoes (B) Andlise espectofotométrica de absor¢ao UV

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

320

FPS espectrofotométrico = FC.Z EE(A) .1 (). Abs(})
290

Onde: FC = fator de correcédo (= 10);

EE()) = efeito eritematogeno da radiacdo solar em cada comprimento de onda (});
I(A) = intensidade da radiacdo solar em cada comprimento de onda (A);

Abs(A) = leitura da absorbancia obtida da amostra em cada comprimento de onda (A).

4.5.3 Avaliacdo do potencial antibacteriano
4.5.3.1 Cepas bacterianas e meios de cultura

As cepas de bactérias de interesse clinico foram cedidas pelo Prof. Dr. Abrahéo
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 Agar Muller-
Hinton (MH) a 4°C. Os indculos foram obtidos a partir de culturas overnight em MH a
37°C e diluidas em solucdo salina estéril para obter concentracao final de aproximadamente
1,5 x 10° unidade formadoras de colbnias por mL (UFC / mL), ajustado pela turvacéo

guando comparado com o padrdo 0,5 da escala McFarland (BONA et al., 2014).
4.5.3.2 Isolamento e preparacdo do in6culo

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram o caldo MH e o agar MH, adquiridos na Difco® e preparado de
acordo com as instrucbes do fabricante. A obtencdo do inoculo, col6nias obtidas de
repiques recentes, mantidas em meio Brain Heart Infusion (BHI), foram suspensas em
solucdo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o padréo 0,5 de McFarland para
obtencdo de 1,5 x 10° unidades formadoras de col6nias UFC / mL (FREIRE et al., 2014),

conforme visto na figura 14.
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FIGURA 14 - PREPARACAO DE INOCULO DAS CEPAS BACTERIANAS
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FONTE: O autor (2022)

4.5.3.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios para determinacdo de atividade antibacteriana do tilirosideo, vitexina e
Pg-1 foram realizados conforme os protocolos da CLSI (2015). As substancias foram
pesadas e preparadas imediatamente antes do uso atraves de solubilizacdo em dimetil-
sulféxido (DMSO) a 5% e tween 80 a 2%, completando-se o volume final com agua
destilada esterilizada de forma a se obter emulsGes nas concentracGes necessarias para
realizacdo dos experimentos.

A CIM das substancias foi determinada utilizando a técnica da microdiluicdo em
caldo e placa para cultura de celulas (TPP/SWITZERLAND/EUROPA), contendo 96
poc¢os. Foram distribuidos 100 uL de caldo BHI nos pogos para microdiluigdo, e 100 uL
das substancias foram dispensados nas cavidades com dilui¢do seriada a uma razao de dois,
dos quais foram obtidas concentragdes de 1024 pg/mL a 0,015 pg/mL. Por fim, foi
adicionado 10 pL das suspensdes das cepas bacterianas (1,5 x 10’ 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).

Apos o tempo de incubacdo, foram adicionados 20 pL de resarzurina sodica (Sigma-
Aldrich®), na concentracéo de 0,01 % (p/v). As placas foram novamente incubadas a 35 +
2 °C por 20 min, para posterior leitura dos ensaios, observando a mudanga de coloragéo

nos pogos de azul para rosa, 0 que indica crescimento bacteriano. A CIM para cada produto
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foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento do
microrganismo e/ou verificado pela permanéncia da coloragdo do corante indicador de
crescimento (ELSHIKH et al., 2016) (Figura 15).

FIGURA 15 - DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA
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FONTE: O autor (2022)

A susceptibilidade das espécies bacterianas no estudo das substancias testes foi
interpretado e considerado como ativo ou inativo, conforme os seguintes critérios: 50-500
pg/mL= forte/0tima atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500
pg/mL=fraca atividade ou produto inativo (HOLETZ; HOMES; STEVENTON, 2002;
SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

4.5.3.4 Determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Apos a leitura dos resultados da CIM, foram retiradas aliquotas de 10 uL de trés
diluicbes a partir da CIM (CIM x 2, CIM x 4 e CIM x 8) para o caldo MH (100
uL/cavidade) em placa de microdiluicdo para a determinagdo da CBM. O ensaio foi

realizado em triplicata. Apds a incubagédo a 35 £ 2 °C por 24 h, foram adicionados 20 puL
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de resarzurina. Os ensaios foram incubados a temperatura de 35°C por 20 min para
confirmagéo da concentracdo capaz de inibir o crescimento total das espécies bacterianas,
verificado por uma ndo mudanca da coloracdo do corante indicador (GUERRA et al.,
2012). A CBM foi definida como a menor concentracao capaz de causar completa inibicao
do crescimento bacteriano (SILVA et al., 2020) (Figura 16).

FIGURA 16 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA
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FONTE: O autor (2022)

A interpretagdo dos dados da CBM consiste na avaliagdo da morte de cepas
bacterianas por completo, classificando os resultados em: bacteriostatico, quando inibir o
crescimento bacteriano sem causar morte imediata (> 1024 pg/mL), efeito considerado
reversivel; e bactericida, com acdo de eliminacdo completa de forma irreversivel da cepa
bacteriana (< 512 pg/mL) (SANTURIO et al., 2007).

4.6 Ensaios ex-vivo

4.6.1 Investigacdo do potencial genotoxico 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 obtencdo de células esfoliadas (KASSIE et al., 2001).

As celulas foram mantidas em tubo com 5 mL de NaCl 0,9% (meio de preservacao celular)
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até o preparo das ldminas. As células controle foram divididas em dois grupos: tratadas
com peroxido de hidrogénio (0,0005%) (controle positivo) e aquelas que ndo receberam
tratamento (controle negativo).

As células foram lavadas duas vezes em solucdo salina, centrifugadas por 10 min a
1.500 rpm e, a seguir, mantidas em 5 mL de solucdo salina. As amostras foram lavadas
mais uma vez e expostas ex-vivo as substancias testes nas concentragoes de 50, 100, 500 e
1000 pg/mL, por 30 min. Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante descartado.
Antes do preparo dos esfregacos, as células homogeneizadas em vortex foram colocadas
sobre laminas, secas a temperatura ambiente, e fixadas em metanol:&cido acético (3:1) por
15 min (CERQUEIRA et al., 2004; THOMAS et al., 2008).

As laminas foram mantidas em temperatura ambiente por 12 h. Apds este periodo,
foram imersas em agua destilada por 1 min e coradas em Giemsa 2% para analise em
microscopia Optica (GABRIEL et al., 2006). A toxicidade celular foi avaliada pela
presenca de indicadores celulares, como micronucleo, binucleagdo, cariolise, cariorrexe e
macronucleo (CARRARD et al., 2007; SPONCHIADO et al., 2016). Aproximadamente

1000 células foram analisadas por lamina (Figura 17).

FIGURA 17 - AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE EM CELULAS DE MUCOSA ORAL
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FONTE: O autor (2022)
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4.7 Analise estatistica

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

Os dados obtidos neste estudo foram organizados de forma a facilitar a analise das
propriedades toxicoldgicas e farmacoldgicas dos flavondides vitexina, tilirosideo e Pg-1,
oriundos das espécies W. viscosissima, H. veluitna e P. glazioviana, respectivamente.
Portanto, nesta secdo, os resultados apresentados e as suas respectivas discussdes serao
estruturados em etapas envolvendo a determinacdo do perfil toxicoldgico preditivo in
silico; a avaliagéo in vitro da citotoxicidade, a determinacdo do fator de protecdo solar e do
potencial antibacteriano; e a andlise genotoxica ex-vivo em células de mucosa oral de

humanos.

5.1 Anélises in silico dos flavondides vitexina, tilirosideo e Pg-1

Os resultados expostos referentes a analise in silico dos flavonoides estéo

relacionados a publicacdo dos artigos cientificos disponiveis nos anexos 2, 3 e 4.

5.1.1 Propiedades farmacoldgicas

A andlise preditiva das propriedades bioativas da vitexina, tilirosideo e Pg-1
demonstra que as moléculas possuem uma probabilidade de ativacdo (Pa) em relacdo aos
valores de probabilidade de inativacdo (Pi) para diversas atividades bioldgicas e
antineoplasicas.

Os dados revelaram que todos os flavondides analisados apresentaram alta
probabilidade de ativacdo (Pa: > 0,700) para as atividades: antimutagénica, antineoplasica,
antioxidante e agonista de apoptose. O tilirosideo se destaca com o melhor potencial de
ativacdo para atividade anti-inflamatoria (Pa: 0,759; Pi: 0,009) e anticarcinogénica (Pa:
0,986; Pi: 0,001). A vitexina possui melhor ativacdo para atividade anti-hemorragica (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 TILIROSIDEO E DO PG-1

Parametro Vitexina Tilirosideo Pg-1
Pa Pi Pa Pi Pa Pi

Antihemorrégico 0,826 0,002 0,736 0,002 0,528 0,003
Anti-inflamatorio 0,606 0,030 0,759 0,009 0,706 0,015
Anticarcinogénico 0,866 0,003 0,986 0,001 0,675 0,010
Antineoplésico 0,836 0,008 0,837 0,008 0,778 0,015
Antimutagénico 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 ativag&o, Pi: Probabilidade de inativacéo.
FONTE: O autor (2022)

De acordo com Luca et al. (2016), os flavondides sdo moléculas com um importante
valor biologico devido a sua diversidade de aplicacdo farmacoldgica (por exemplo, sua
acdo antioxidante, anti-inflamatéria e imunoldgica). Eles encontraram uma correlagéo entre
0 consumo de alimentos e algumas enfermidades, uma vez que uma dieta rica em
flavonoides tem sido associada a riscos reduzidos de varias doencas cronicas. Os resultados
da analise in silico deste estudo mostram os possiveis efeitos benéficos do tilirosideo em
varios processos patolégicos, indicando que estdo de acordo com achados anteriores.

Estudos in silico e in vitro com Vitex peduncularis evidenciaram possiveis
atividades  terapéuticas, como  antinociceptiva, anti-helmintica, anti-eczema,
antiprotozoaria, anti-hipercolesterolémica, hepatoprotetora, antiulcerativa, anti-artritica,
antipruritica e anti-seborreica, aléem de efeitos potenciais antimutagénicos (Pa: 0,820 - Pi:
0,004) e anti-hemorragicos (Pa: 0,826 - Pi: 0,002) (AUNIQ et al., 2019) da vitexina e de
outros flavondides isolados dessa espécie, dando também suporte adicional para nossos
resultados iniciais. Além disso, a previsdo das propriedades bioativas do Pg-1 corrobora as
analises in silico de dois analogos (TMF1 e TMF2) que exibem propriedades bioldgicas
semelhantes a esse flavonoide, como as atividades antimutagénica, anticarcinogénica,
antioxidante, antineoplasica e anti-inflamatéria (OLIVEIRA FILHO et al., 2015; SUDHA;
SRINIVASAN, 2018).
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Também foi determinada, através da anélise in silico, a probabilidade de acdo
farmacoldgica antineoplasica da vitexina, do tilirosideo e do Pg-1, para as diferentes
neoplasias que atingem oOrgdos dos sistemas tegumentar, gastrointestinal, urinario e

reprodutor feminino (Tabela 2).

TABELA 2 - PROBABILIDADE DE EFEITO ANTINEOPLASICO DA VITEXINA, DO TILIROSIDEO E
DO PG-1

Potencial Antineoplésico Vitexina Tilirosideo 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
Urinario
Gastrico 0,208 0,021 0,189 0,028 0,171 0,037
Pancreas 0,330 0,040 0,327 0,042 0,268 0,087
Célon 0,247 0,044 0,220 0,051 0,351 0,026
Célon-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
Utero 0,145 0,039 0,123 0,081 0,181 0,015
Ovario 0,164 0,051 0,234 0,029 0,335 0,015

Pa: Probabilidade de ativacéo, Pi: Probabilidade de inativacéo.
FONTE: O autor (2022)

Os dados obtidos revelaram que o Pg-1 apresentou melhor probabilidade de agéo
antineoplasica 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 cancer de células
escamosas (Pa: 0,347; Pi: 0,009), quando comparado as demais substancias testadas, i.e. a
vitexina e o tilirosideo. A analise ainda evidenciou que o tilirosideo possui melhor
probabilidade de atividade farmacoldgica antineoplasica no combate ao melanoma (Pa:
0,230; Pi: 0,043) e as células escamosas (Pa: 0,238; Pi: 0,017) do que o apresentado pela
vitexina.

Nos oOrgdos do sistema urinario e gastrointestinal superior, foi observado que a
vitexina obteve melhor potencial antineoplasico em células da bexiga (Pa: 0,220; Pi:
0,029), renais (Pa: 0,224; Pi: 0,028), pancreéticas (Pa: 0,330; Pi: 0,040) e estomacais (Pa:
0,208; Pi: 0,021). O Pg-1 apresentou efeito sobre células do célon (Pa: 0,247; Pi: 0,028) e
na regido colén-retal (Pa: 0,247; Pi: 0,044), enquanto o tilirosideo ndo demostrou efeito
antineoplasico significativo nos 6rgdos analisados, com exce¢do do cancer colon-retal (Pa:
0,236; Pi: 0,051) e pancreatico (Pa: 0,327; Pi: 0,042).

O Pg-1 indicou possivel efeito de atividade antineoplasica sobre os 6rgdos do
sistema reprodutor feminino: dtero (Pa: 0,181; Pi: 0,015) e ovarios (Pa: 0,335; Pi: 0,015); e
o tilirosideo apresentou maior potencial anticancer para a regido cervical (Pa: 0,366; Pi:
0,012). A vitexina apresentou potenciais menores do que o Pg-1 e o tilirosideo, embora
resultados satisfatérios tenham sido descritos para o potencial anticancer cervical (Pa:
0,325; Pi: 0,016).

O desenvolvimento de farmacos naturais com propriedades anticancer tem ganhado
espaco em meio aos quimioterapicos sintéticos, que sabidamente apresentam elevado nivel
de toxicidade e causam sérios danos as células saudaveis do organismo. Teoricamente,
produtos de origem natural, com propriedades antioxidante e anti-inflamatoria, poderiam
auxiliar as terapias tradicionais e interferir com a atividade das células neoplasicas
(GROCHOWSKI et al., 2018), o que tornaria a vitexina, o tilirosideo e o Pg-1 op¢bes
viaveis no combate ao cancer.

Vérios testes in vitro corroboram os resultados descritos para as moléculas
analisadas neste estudo. Nos 6rgdos dos sistemas gastrointestinal e excretor, as analises
realizadas por Rao et al. (2007) mostraram os efeitos do tilirosideo contra células
cancerosas do intestino e figado, enquanto Tsimplouli et al. (2012) evidenciaram o efeito
anticancer desse flavonoide sobre células da regido colon-retal. Além disso, a vitexina teve
o efeito antineoplasico 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 acdo anticancer da vitexina
no ovario e nas células cervicais. Os dados referentes ao sistema tegumentar sao
respaldados pelo estudo de Rao et al. (2007), que indicou a acéo do tilirosideo contra o
cancer de células escamosas e 0 melanoma. A atividade anticancer foi também observada
em ensaios com células de carcinoma e fibrossarcoma expostos ao flavondide 5,4'-
dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona (TMF3), substancia estruturalmente semelhante ao Pg-1,
0 que reforca o papel desse grupo de substancias no combate ao cancer (JAHANIANI et
al., 2005).

Apesar dos estudos in silico revelarem o potencial de inibicdo e proliferacdo de
células cancerigenas, com respaldo das andlises in vitro, os mecanismos de inibicdo de
cada molécula, em relacdo aos diferentes tipos de cancer citados, necessitam de maiores
evidéncias in vivo para a determinacdo de seus mecanismos de acdo. O grande desafio das
terapias anticancer é o dano celular e para que este efeito seja minimizado, a busca de
substancias naturais antineoplésicas de acdo comprovada deve visar a eliminacdo das
células doentes, com menor ou nenhum efeito adverso nas células normais (GREENWELL
etal., 2015).

5.1.2 Perfil de biodisponibilidade

Os flavondides estdo regularmente presentes na dieta, entretanto sua correta absorcao
sofre acdo de misturas complexas. A ingestdo oral dos flavonoides passa por modificagdes
quimicas, dentro do trato gastrointestinal, pelas enzimas digestivas e a microbiota
residente, e a substancia, uma vez absorvida, é metabolizada na parede intestinal, no figado
e nos tecidos periféricos (DUARTE; PEREZ-VIZCAINO, 2015).

Nas pesquisas voltadas para a descoberta de um novo medicamento, 0 n&o
conhecimento adequado sobre os fatores envolvidos na sua producdo, como aqueles
relacionados a avaliagdo farmacocinética e toxicoldgica, pode levar ao fracasso o seu
desenvolvimento. Logo, a definicdo do perfil famacocinético da molécula e de sua
toxicidade sdo parametros imprescindiveis para a caracterizacdo da bioviabilidade e dos
seus efeitos nocivos (OLIVEIRA FILHO et al., 2015).

Além disso, a compreensdo da atuacdo dos farmacos no organismo permite a
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identificacdo de aspectos especificos, desde a sua administracéo até a sua excrecao, que sao
importantes para a determinacdo da efetividade clinica do medicamento. Neste estudo, a
partir da investigacdo do perfil de biodisponibilidade, foi observado que o mecanismo
farmacocinético da vitexina, do tilirosideo e do Pg-1 sugere a possibilidade de utilizacéo de
diferentes formas de administracdo para estes flavonoides.

De acordo com as propriedades fisico-quimicas teoricas reveladas pelos flavonoides,
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, nimero de aceitadores de hidrogénio (nON) < 10, numero de doadores de
ligacGes de hidrogénio (nOHNH) < 5 ¢ 0 nimero de violag¢des (nViolagdes) < 1 (LIPINSKI
etal., 2001).

A vitexina tem uma massa molar de 432,38 g/mol, total de 31 4tomos, nON: 10,
NOHNH: 7 e nViolations: 1. Outros aspectos tedricos de biodisponibilidade incluem:
coeficiente de lipofilicidade LogP: 0,52, coeficiente de solubilidade aquosa LogS: - 2,39 e
a area de superficie polar TPSA: 181,04 A? (Tabela 3).

TABELA 3 - BIODISPONIBILIDADE FiSICO-QUIMICA - VITEXINA

Parametro Vitexina
nON 10
nOHNH 7
nViolations 1
LogP 0,52
LogS -2,39
TPSA 181 A?

nNON: nimero de aceptores de hidrogénio, NOHNH: ndmero de
doadores de hidrogénio, nViolations: nimero de violagbes, LogP:
coeficiente de lipofilicidade, LogS: coeficiente de solubilidade
aquosa, TPSA: area de superficie polar.

FONTE: O autor (2022)

59



O flavondide vitexina apresenta biodisponibilidade oral com propriedade de absorcao
em membranas celulares. Os parametros de LogP: < 5,00 e LogS: < - 4,00, caracterizam a
molécula com parte solivel em meios polares e lipofilica, conforme estipulado no Ro5
(LIPINSKI et al., 2001). Os indices justificam uma superficie polar superior ao parametro
adotado para indicacio em TPSA para permeabilidade da membrana: < 140 A% (SARI et
al., 2019).

O tilirosideo possui massa molar de 594,52 g/mol, total de 43 atomos, nON: 13,
nOHNH: 7 e nViolations: 3, LogP: 3.49, LogS: - 3,09 e 0 TPSA: 216,58 A? (Tabela 4).

TABELA 4 - BIODISPONIBILIDADE FiSICO-QUIMICA - TILIROSIDEO

Parametro Tilirosideo
nON 13
NOHNH 7
nViolations 3
LogP 3,49
LogS - 3,09
TPSA 216,58 A?

NON: nimero de aceptores de hidrogénio, nOHNH: nimero de
doadores de hidrogénio, nViolations: nimero de violagbes, LogP:
coeficiente de lipofilicidade, LogS: coeficiente de solubilidade
aquosa, TPSA: area de superficie polar.

FONTE: O autor (2022)

Os dados sugerem que a molécula ndo possui biodisponibilidade oral segundo Ro5;
além disso, apresenta LogP: 2,49, LogS: - 3,09 e TPSA: 216,58 A2, demonstrando que é
altamente lipofilica com potencial para penetrar membranas biologicas (VEBER et al.,
2002).

O flavondide Pg-1 possui massa molar de 344,32 g / mol, total de 25 atomos, nON:
7, NnOHNH: 2 e nViolations: 0, LogP: 3,00, LogS: - 3,52 e 0 TPSA: 98,37 A2, (Tabela 5).
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TABELA 5 - BIODISPONIBILIDADE FiSICO-QUIMICA - PG-1

Parametro Pg-1
nON 7
NOHNH 2
nViolations 0
LogP 3,00
LogS - 3,52
TPSA 98 A2

NON: numero de aceptores de hidrogénio, NOHNH: nimero de
doadores de hidrogénio, nViolations: nimero de violagdes, LogP:
coeficiente de lipofilicidade, LogS: coeficiente de solubilidade
aquosa, TPSA: area de superficie polar.

FONTE: O autor (2022)

O Pg-1 apresentou biodisponibilidade oral de Ro5. Outros aspectos teoricos de
biodisponibilidade analisados, como LogP: 3,00, LogS: - 3,52 e TPSA: 98,37 A?, sugerem
que Pg-1 tem um indice de absor¢do ao penetrar membranas biologicas, em que LogP: <
5,00, LogS: < - 4,00 e TSA: < 140 classificam a molécula como soluvel em &gua e com
propriedade lipofilica (SARI et al., 2019).

Estudos mostram que os flavondides alteram a organizacdo das biomembranas; a
presenca de porcdes apolares presentes na estruturas de algumas moléculas pode estar
associada ao potencial de permeabilidade em membranas celulares, assim como ao
desempenho de atividade bioldgica (TSUCHIYA, 2015; INGOLFSSON et al., 2014;
SELVARAJ et al., 2015). Os dados obtidos reforcam a capacidade de permeabilidade
descritas para o tilirosideo, expressas em valores LogS, LogP e TPSA. A alta lipofilicidade
desse flavondide indica viabilidade para utilizacdo de outras vias na administracdo da
substancia in vivo, como intramuscular, cutanea e intravenosa, uma vez que nao apresenta
biodisponibilidade oral.

Por outro lado, a vitexina e o Pg-1 revelaram biodisponibilidade oral e potencial de
permeabilidade em membranas, permitindo maior nimero de vias de administracdo das
substancias in vivo, como oral, intramuscular, cutdnea e intravenosa. Propriedades

semelhantes foram observadas por Oliveira Filho et al. (2015) em uma molécula anéloga
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do Pg-1, denominada 5,7,4’-trimetoxiflavona (TMF1), cujas caracteristicas fisico-quimicas
indicaram que a mesma também possui boa biodisponibilidade oral (nON: 5; nOHNH: 0;
LogP: 3,28; MM: 312 g/mol). Assim, ambos os flavondides, estruturalmente semelhantes,

satisfazem o Ro5 e sdo possiveis candidatos para uso oral.

5.1.3 Perfil de Toxicidade

Os flavonoides exibem muitos efeitos farmacologicos sobre os sistemas bioldgicos, a
saber: antimicrobiano, antiviral, citotdxico, antineoplasico, antioxidante, anti-inflamatério.
Estes efeitos sdo relacionados as propriedades inibitérias que grande parte desses
compostos desempenha sobre complexos enzimaticos, incluindo hidrolases, isomerases,
oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases e aminoacido
oxidases (MACHADO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2015).

As previsdes de toxicidade in silico investigam se os flavondides induzem ou possuem
propriedades que inibem acdes mutagénicas, carcinogénicas e o potencial de toxicidade
oral aguda. A analise demonstrou que a vitexina, o tilirosideo e o Pg-1 ndo atuam como
inibidores de genes (IG) que causam silenciacdo de codons, que podem levar a ocorréncia
de mutacdo. Além disso, as moléculas ndo sdo carcindgenas (C) e sua carcinogenicidade
(Car) nao foi requerida. A auséncia de potencial de mutagenicidade pela Toxicidade
AMES (TA) foi demonstrada pela vitexina e Pg-1; para toxicidade oral aguda (TOA), o
tilirosideo e Pg-1 foram classificados como classe I11, com valores de DL50 > 500 mg/kg e
< 5000 mg/kg. A vitexina foi classificada como classe IV (praticamente nao toxico e ndo
irritante), e sob esta classificacdo, uma DL50 > 5000 mg/kg é necessaria para apresentar
um efeito toxico no organismo (DRWAL et al., 2014) (Tabela 6).
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TABELA 6 - ANALISE DE TOXICIDADE in silico DA VITEXINA, DO TILIROSIDEO E DO PG-1

Parametro Vitexina Tilirosideo Pg-1
IG N4o inibidor 0,736 0,752 0,825
TA Auséncia de Toxicidade 0,723 0,574 0,925
C Né&o carcinogénico 0,955 0,965 0,918
TOA Classe 111 - 0,404 0,521

Classe IV 0,374 - -
Car Né&o requerido 0,725 0,677 0,614

IG: Inibigdo de Genes, TA: Toxicidade de AMES, C: Carcinogénico, TOA: Toxicidade Oral
Aguda, Car: Carcinogenicidade.
FONTE: O autor (2022)

No estudo desenvolvido por Auniq et al. (2019), utilizando flavondides isolados de
Vitex peduncularis Wall, a vitexina foi considerada segura, com baixa toxicidade e boa
biodisponibilidade oral. Enquanto a toxicidade reduzida demonstrada pelo tilirosideo, 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
flavonoides que possuem uma estrutura quimica sujeita a metabolizacdo, envolvendo uma
ampla gama de reacdes (desglicosilacdo, glucuronidagéo, sulfatacdo, metilagcdo), consegue
atribuir diferentes propriedades biolégicas, 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 flavonoide bioativo esta
dentro do nivel aceitavel de toxicidade, pois ndo revelou efeito mutagénico e citotdxico.
Dessa forma, o estudo com essa molécula estruturalmente semelhante ao Pg-1 valida os

dados obtidos nos parametros de toxicidade (IG, TA, C e TOA) do presente estudo.

5.2 Analises in vitro dos flavonoides vitexina, tilirosideo e Pg-1

Os dados discutidos nesta secdo referente & andlise in vitro e ex-vivo dos

flavonoides estdo relacionados aos artigos cientificos disponiveis nos anexos 4,5, 6 e 7.
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5.2.1 Efeito de citotoxicidade em hemacias de humanos

As hemacias sdo consideravelmente suscetiveis a danos dos radicais livres (AN et al.,
2015). Nesse contexto, os achados do presente estudo séo consistentes com a proposta de
que o estresse oxidativo causa hemdlise. A lise de hemacias foi avaliada e expressa em
porcentagem (potencial hemolitico) e classificada como baixa, quando os valores estdo
entre 0 e 40%, moderada, quando estdo entre 40 e 80%, e alta, acima de 80% (RANGEL et
al., 1997).

A andlise da hemdlise revelou que a vitexina ndo foi significativamente toxica para
hemacias do sistema ABO em nenhuma das concentragdes testadas (de 50 a 1000 pg/mL).
O potencial de hemolise observada apds a exposicéo a vitexina variou de baixa a moderada
(de 1% a 75%). A taxa hemolitica (1000 pg/mL) foi < 75% para o tipo sanguineo O; <
63% para o tipo sanguineo B e < 61% para o tipo sanguineo A. Assim, todos os tipos
sanguineos sofreram hemolise moderada e a classificagdo hemolitica foi: A < B < O
(Figura 18).

FIGURA 18 - EFEITO CITOTOXICO DA VITEXINA (W. viscosissima) CONTRA HEMACIAS
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(C-) Controle negativo (hemacias 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 medicdo da sensibilidade de hemécias humanas em diferentes concentra¢fes de
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tilirosideo demonstra reduzidos efeitos citotoxicos. O tilirosideo exibiu baixo potencial de
hemolise em todas as concentracBes testadas. Em particular, na concentracdo mais alta
(1000 pg/mL), a taxa hemolitica para os tipos sanguineos O, B e A foi < 29%, < 28% e <
20%, respectivamente. Portanto, esta substancia demonstra promissora viabilidade de
interacdo segura com esse tipo especifico de células. A taxa de hemdlise obedeceu a
seguinte ordem: A < B < O (Figura 19).

FIGURA 19 - EFEITO CITOTOXICO DO TILIROSIDEO (H. velutina) CONTRA AS HEMACIAS
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(C) Controle negativo (hemécias 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 hemdlise foi observada ap6s a exposicdo ao Pg-1 em todas as
concentracgdes testadas (50 - 1000 pug/mL). A concentragdo de 1000 pug/mL obteve as taxas
de hemolise: < 17% para o tipo de sangue B, < 9% para o tipo O e < 5% para o0 tipo A,

obedecendo a seguinte ordem: A < O < B (Figura 20).
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FIGURA 20 - EFEITO CITOTOXICO DO PG-1 (P. glazioviana) CONTRA HEMACIAS
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(C) Controle Negativo (hemacias 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 interacdo ligeiramente distinta entre os flavondides e
os diferentes tipos de hemacias humanas (sistema ABO). A membrana das hemaécias €
composta por varios tipos de glicoproteinas e a composicdo a torna mais suscetivel ou
resistente a interacfes com varias moléculas (HOLLMANN et al., 2016). O sistema ABO é
caracterizado pela porcdo antigénica, com presenca de monossacarideos especificos na
superficie da membrana de hemaécias: Soro tipo A (N-acetilgalactosamina), soro tipo B (D-
galactose), soro tipo AB (possui ambos os antigenos) e soro tipo O (ndo possui antigenos)
(VAN GINKEL; SEVANIAN, 1994).

O potencial de hemdlise ¢ uma medida relacionada a destruicdo da membrana
plasmatica de hemacias e revela o efeito citotdxico de uma substancia na célula. A
pesquisa conduzida para investigar a capacidade dos flavonoides de inibir o efluxo
semelhante a MRP1 (proteina associada a resisténcia a multiplas drogas) e induzir
hemolise em heméacias humanas revelou atividade hemolitica baixa a moderada com
valores de < 50% (BOBROWSKA-HAGERSTRAND et al., 2003).

O baixo percentual de hemdlise e de oxidacdo pode ser uma vantagem para
utilizacdo de produtos naturais e moléculas, sugerindo um papel anti-inflamatorio e/ou
antioxidante para os flavonoides avaliados, com destaque para vitexina (HOOIJBERG et
al., 1997; AN et al., 2015; VENTURINI et al., 2018). Levando em consideracdo a baixa
taxa de lise das hemécias, acredita-se que a concentragdo de vitexina de 500 pg/mL
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apresentou o resultado mais satisfatorio, exibindo baixo percentual de hemdlise (15% a
17%) em todos os tipos sanguineos analisados. Em particular, o tipo sanguineo A (N-
acetilgalactosamina) obteve a melhor interacdo da vitexina com o menor percentual de
hemolise. Os dados in silico descritos ressaltam suas propriedades bioativas, como as
atividades anti-hemorragica (Pa: 0,826; Pi: 0,002) e anti-inflamatéria (Pa: 0,606; Pi:
0,030), e, entre os flavondides analisados, sugere ser a substancia que desempenha o
melhor potencial anti-hemorragico.

Assim como a vitexina, o tilirosideo (isolado de H. velutina) obteve o menor indice
de hemolise no sangue tipo A, sugerindo melhor interacdo com a N-acetilgalactosamina.
Estudos desenvolvidos por Al Mugarrabun e Ahmat (2015) evidenciaram que a classe mais
comum de metabdlitos secundarios do género Helicteres sdo os flavonoides, que se
caracterizam por baixa atividade de hemolise (valores menores ou iguais a 50%). Além
disso, os resultados obtidos na andlise in silico deste estudo respalda as propriedades
bioativas do tilirosideo, como a anti-hemorragica (Pa: 0,736; Pi: 0,002) e a anti-
inflamatdria (Pa: 0,759; Pi: 0,009), enfatizando o conceito desta substancia ter acao
protetora sobre as hemacias.

Estudos realizados por Sudha e Srinivasan (2018) relataram que os flavondides séo
a classe mais prevalente de metabolitos secundarios no género Pavonia, apresentando
baixo indice de hemdlise, com valores inferiores a 50%. Neste trabalho, o baixo efeito
hemolitico, apds 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 analise in
silico sugere que o Pg-1 possui propriedades bioativas como: anti-hemorrégica (Pa: 0,528;
Pi: 0,003) e anti-inflamatdrias (Pa: 0,706; Pi: 0,015). Dentre os flavondides analisados
neste estudo, o Pg-1 obteve menor probabilidade de citoprotecdo para hemécias in silico.
Entretanto, o estudo in vitro confirma o seu papel como potente antioxidante, revelando
baixos indices de citotoxicidade nas hemadcias, 0 que sugere que esta substancia

desempenha melhor papel de protegdo nessas células.

5.2.2 Determinacéo do Fator de Protecdo Solar (FPS)

A concentracdo dos flavondides depende da familia e do género a qual pertence

uma determinada espécie, e ainda pode variar conforme o local de extragdo na propria
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planta, pois os flavondides encontrados nas folhas podem apresentar diferengas estruturais
das moléculas isoladas nas flores, raizes e frutos. Além disso, os fatores abi6ticos naturais
como a radiacdo solar e incidéncia de raios UV também influenciam o metabolismo e a
producao/disponibilidade desses compostos nos 6rgdos e espécies vegetais (LILEY;
MCKENZIE, 2006).

O Brasil é um pais de clima tropical que recebe a maior intensidade de radiacdes
solares entre os paises americanos. Esse clima é propicio para que as plantas sintetizem
compostos polifendlicos, entre eles os flavonoides, que servem como protecdo contra 0s
raios UV, e como fonte de moléculas com potencial bioativo de interesse para salde
humana (FINCH et al., 2017).

As substancias naturais tém sido utilizadas na elaboracdo de cosméticos como um
fator adjuvante dos beneficios desses produtos, que apresentam acdo antioxidante, anti-
inflamatoria e de citoprotecdo. Com isso, no desenvolvimento de fitocosméticos, ha um
aumento de preparacdes tépicas que utilizam combinacBes de filtros quimicos e fisicos
com substancias naturais para proteger e cuidar da pele (MUNHOZ et al., 2012).

Dessa forma, os flavondides sdo moléculas candidatas para analise de captacdo dos
raios UV, agregando valor farmacolégico e as formas de inovacdo tecnoldgica para
utilizacdo das moléculas. No presente estudo, foi realizada a andlise in vitro do fator de
protecdo solar dos EEB Wv, EEB Hv, EEB Pg, FCWv, FDHv e FCPg (Tabela 7).

TABELA 7 - FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS) DE H. velutina, W. viscosissima e P.

glavioziana

Concentragdo  H. velutina W. viscosissima  P. glazioviana
EEB FD EEB FC EEB FC

50 pg/mL 3,773 5,671 2,949 4,056 1,252 3,025

100 pg/mL 5,197 11,58 3,884 6,897 2,142 6,227

500 pg/mL 25,01 25,01 17,14 25,01 8,886 25,01

1000 pg/mL 25,01 25,01 25,01 25,01 16,45 25,01

EEB: Extrato Etandlico Bruto; FD: Fracdo Diclorometano; FC: Fracdo Cloroformica
FONTE: O autor (2022)
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A resolucdo RDC n° 30 de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) estabelece o regulamento técnico cientifico sobre formulagbes de protetores
solares, cujo fator minimo de protegdo deve ser > 6rps (BRASIL, 2012). De acordo com 0s
dados obtidos na analise in vitro, os compostos, com potencial acdo para constituir os
fitocosméticos, EEB Wv, EEB Hv, EEB Pg, FCWv, FDHv e FCPg obtiveram fator de
protecdo solar significativo nas concentragdes de 500 pg/mL e 1000 pg/mL. Os compostos
EEB Hv e FDHv, provenientes da espécie H. velutina, tiveram elevado potencial
(25,01rps), quando comparado com aqueles presentes nas outras espécies vegetais (W.
viscosissima e P. glavioziana). Vale destacar que todas as fracoes de FCWv, FDHv e FCPg
demonstraram alto fator de protegéo solar.

Em estudos prévios realizados com extratos de framboesa Rubus chingii, o
potencial bioativo dos flavonoides foi avaliado, revelando a ocorréncia de varias
propriedades bioldgicas, incluindo a atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral,
e de reducdo do numero de melandcitos, com aplicacdo na protecdo UV (LU et al., 2009).
Além disso, foi evidenciado que os flavonoides sdo inibidores naturais da tirosinase,
enzima importante para a biossintese de melanina, o que indica uma possivel acdo deste
composto no controle da melanogénese (SIMOES et al., 2020). Tais achados d&o respaldo
aos resultados apresentados, uma vez que as substancias dos EEB Wv, EEB Hv, EEB Pg,
FCWv, FDHv e FCPg sdo majoritariamente flavondides.

A avaliacdo do fator de protecdo solar da vitexina, do tilirosideo e do Pg-1 revelou
que a vitexina ndo produziu efeito protetor significativo no espectro UVB, enquanto o
tilirosideo e Pg-1 tiveram efeitos semelhantes, com alto nivel de protecdo (25,01rps), em
concentragdes de 100 pg/mL a 1000 pg/mL (Tabela 8).

TABELA 8 - FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS) DOS FLAVONOIDES
VITEXINA, TILIROSIDEO E PG-1

Concentracéo (ug/mL)
50 pg/mL 100 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL

Vitexina 3,64 1,30 3,09 4,66
Tilirosideo 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 aplicacbes farmacoldgicas, entre elas as atividades
antioxidante e antitumoral, e a inibicdo do estresse oxidativo (NIGAM et al., 2018).
Entretanto, ndo ha efeito fotoprotetor descrito para flavondides obtidos da espécie W.
viscosissima, 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 relacdo ao tilirosideo e o Pg-1, estudos sobre a producdo de fitocosméticos,
preparados com uma combinacdo de sorbitol e tilirosideo, mostraram a acdo anti-
inflamat6ria do composto, com protecdo das camadas da pele (epiderme e derme), durante
procedimentos estéticos, ao proporcionar efeitos calmante e relaxante na &rea tratada
(PIECZYKOLAN et al., 2019). Ja em ensaios desenvolvidos com extratos de folhas de
Blakiella bartsiifolia, ricos em flavonoides, contendo a molécula 5,4 -dihydroxy-3,6,7,3"-
tetramethoxyflavone (TMF4), andloga ao Pg-1, o fator de protecdo solar foi semelhante ao
das moléculas isoladas, sugerindo que a protecdo UVB se deve a defesa natural das folhas
dessas plantas presentes em ecossistemas tropicais expostos a forte incidéncia solar
(CALCAGNO-PISSARELLI et al., 2010). Estes dados estdo de acordo com os achados
descritos neste estudo que indicam que os produtos extraidos de H. velutina (EEB Hy,
FCHv e tilirosideo) e P. glazioviana (EEB Pg, FCPg e Pg-1) possuem efeito de

fotoprotecao.

5.2.3 Avaliacdo do potencial antibacteriano

5.2.3.1 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os estudos envolvendo atividade antibacteriana dos produtos naturais tém grandes
perspectivas na descoberta e formulaces de novos farmacos. A inovagdo de moléculas
candidatas a antibidticos pode ocorrer de duas formas: através do potencial antibacteriano
inédito ou devido a associacdo com efeito sinergistico da molécula estudada e um
antibiotico ja existente (BONA et al., 2014).

A técnica de microdiluicdo da CIM consiste em um meétodo in vitro considerado
simples, econdmico e com boa reprodutibilidade. Esse ensaio requer menores quantidades
da substancia para realizacdo dos testes, ainda que sejam necessarias replicatas na analise

para garantir reprodutibilidade estatistica. Pode ser aplicado em substancias com diferentes

70



niveis de solubilidade, dispondo de resultados bastante sensiveis e determinando diversos
niveis de potenciais antibacterianos (AMPARO et al., 2018).

Nesse contexto, ha varios 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 tilirosideo e do Pg-1, foram avaliadas as
suas respectivas atividades frente as 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 concentracdo de 128 pg/mL. Entretanto, os demais
flavondides apresentaram efeito moderado em ambas as cepas de bactérias Gram-positivas

(S. aureus e E. fecalis) com concentracdo < 1024 pg/mL (Tabela 9).

TABELA 9 - CIM DA VITEXINA, TILIROSIDEO E PG-1 CONTRA CEPAS DE
E. faecalis e S. aureus

Amostra E. faecalis S. aureus
(ng/mL) (ng/mL)
Vitexina 1024 > 1024
Tilirosideo > 1024 > 1024
Pg-1 128 > 1024

Meio de cultura - -

Microrganismo + +

(-): Néo houve crescimento bacteriano (+): Crescimento bacteriano
FONTE: O autor (2022)

Dentre as bactérias Gram-positivas, 0s cocos sdo as formas bacterianas isoladas
com maior frequéncia em amostras bioldgicas humanas. As infec¢Oes causadas por este
grupo podem ocorrer a partir de multiplicacdo local ou sistémica. Algumas dessas bactérias
apresentam multiplicagdo com producdo de exotoxinas e enzimas (GUIDONI,
TOPOROVSKI, 2001).

O género Staphylococcus é constituido por 33 espécies, muitas delas isoladas em
amostras biologicas humanas. Segundo a capacidade de producdo da enzima coagulase,

estes sdo classificados em dois grupos: coagulase positivo, cujo agente de grande
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importancia é o S. aureus, e 0 grupo dos nao produtores, como o S. saprophyticus, o S.
epidermidis e 0 S. haemolyticus, estafilococos coagulase negativos (CASTRO, 2019).

Além destes, também se destacam os Enterococcus, que sdo cocos encontrados aos
pares ou em cadeias curtas. S0 anaerobios facultativos, termoestaveis, que crescem em
temperatura de 10 °C a 45 °C. A maioria das espécies é responsavel por infeccbes 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 estio comumente associados a infecgoes
hospitalares. Essas bactérias possuem capacidade de disseminagdo na corrente sanguinea,
atingindo os tratos geniturinario, gastrointestinal ou respiratdrio. Estdo relacionadas a um
alto numero de Obitos por septicemia, podendo ultrapassar o indice de 50 % de letalidade
(CASTRO, 2019).

Em relacdo ao tilirosideo, os dados obtidos corroboram estudos prévios que
mostraram que este flavondide exibe pouca atividade de inibicdo para cepa S. aureus.
Entretanto, foi enfatizado que o mesmo foi capaz de modular positivamente as atividades
de outros antibidticos 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 farmacos convencionais (FALCAO-SILVA et al.,
2009; KUOK et al., 2017).

Nas cepas de bactérias Gram-negativas (K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli), 0s
flavondides vitexina, tilirosideo e Pg-1 mostraram forte efeito antibacteriano frente a cepa
de K. pneumoniae. Dentre essas moléculas, o Pg-1 conseguiu inibir o crescimento na
menor concentracédo testada (32 pg/mL). A cepa de E. coli teve forte inibicdo demonstrada
apenas pelo tilirosideo e pelo Pg-1, ambas na concentragdo de 512 pg/mL. Entretanto, a P.
aeruginosa resistiu ao efeito antibacteriano dos flavonoides avaliados, pois esses revelaram
uma CIM > 1024 pg/mL (Tabela 10).
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TABELA 10 - CIM DA VITEXINA, TILIROSIDEO E PG-1 CONTRA CEPAS DE K. pneumoniae, P.
aeruginosa e E. coli

Amostra K. pneumoniae P. aeruginosa E. coli
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Vitexina 512 > 1024 > 1024
Tilirosideo 64 > 1024 512
Pg-1 32 > 1024 512

Meio de cultura - - -

Microrganismo + + +

(-): Nao houve crescimento bacteriano (+): Crescimento bacteriano
FONTE: O autor (2022)

Na literatura cientifica existe grande quantidade de informacGes referentes a acédo
antibacteriana dos flavondides. Em estudo realizado por Gumgumjee (2012), utilizando
extratos de folhas de Tamarindus indica (familia Fabacea; nome popular: tamarindo),
espécie rica em flavondides, 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 respiratorio).

O efeito sinérgico na diversidade de moléculas presentes em extratos vegetais
confere bioatividade diferenciada das andlises realizadas em moléculas isoladas. Os
flavonoides apigenina e vitexina, por exemplo, isolados de musgo Plagiomnium (familia
Mniaceae), apresentaram efeito de inibicdo no crescimento de bactérias Gram-negativas
que estdo associadas a doencas do trato gastrointestinal (Salmonella typhi) e urinario
(Proteus mirabilis) de humanos e animais (BASILE et al., 1999; CUSHNIE; LAMB,
2005). No presente estudo, evidenciou-se a acdo antibacteriana da vitexina contra bactérias
Gram-negativas, com forte atividade de inibi¢do sobre a K. pneumoniae. Desse modo, estes
dados, aliados a estudos anteriores, sugerem que a atividade antibacteriana presente em
extratos vegetais ricos em flavonoides pode estar associada a presenca da vitexina.

O tilirosideo, por sua vez, teve suas propriedades antibacterianas discutidas em
diferentes estudos de forma controversa. OZCELIK et al. (2006) demonstraram o seu
potencial antibacteriano para cepas de E. coli (2 mg/mL), em concordancia com o atual
trabalho, cujo potencial contra essa bactéria, na concentracdo de 512 pg/mL, foi

73



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 auséncia de
atividade antibacteriana relevante do tilirosideo contra cepas de E. coli. Possivelmente a
razdo para esta divergéncia se deve a execucdo de metodologias diferentes e da utilizacao
de concentragdes e formulacdes da molécula de forma ndo padronizada.

O Pg-1 apresentou efeito inibitorio do crescimento bacteriano das bactérias Gram-
positiva e Gram-negativa. Dentre os trés flavondides analisados, é 0 que possui estrutura
molecular mais favoravel para interacdo direta com membranas biologicas. 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
relevancia clinica, pois trata-se de uma espécie Gram-negativa altamente prevalente com
aparecimento de cepas hipervirulentas que aumentam o nimero de pessoas suscetiveis a
infeccdes (CORDEIRO et al., 2020). Ela é importante fonte de resisténcia aos antibioticos,
e por isso esse microrganismo alerta os cientistas sobre 0 aumento do nimero de infecgdes
graves e a crescente escassez de medicamentos eficazes (PACZOSA; MECSAS, 2016).
Dessa forma, substancias como vitexina, tilirosideo e o Pg-1, com forte atividade de
inibicdo para cepas de K. pneumoniae, sdo provaveis candidatos a integrar as terapias
medicamentosas. Entretanto, outros ensaios com mais cepas dessa espécie devem ser

realizados para melhor definir a atividade especifica apresentada pela molécula teste.

5.2.3.2 Determinacéo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Na avaliacdo do potencial antibacteriano de compostos e moléculas bioativas, 0
composto pode ser considerado bactericida ou bacteriostatico de acordo com sua CBM,
que deve ser, respectivamente, igual ou duas vezes maior que a CIM ou a CBM ser maior
gue duas vezes a CIM (HAFIDH et al., 2011). Logo, os testes de CBM foram realizados
com os resultados dos flavonoides 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 inibitéria moderada/fraca ndo foram avaliadas.

Os resultados da CBM da vitexina, do tilirosideo e do Pg-1 podem ser vistos na
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tabela 11. A vitexina revelou efeito bacteriostatico para cepas de K. pneumoniae e E.
faecalis, com crescimento de bactérias na concentragdo > 1024 ug/mL, na qual a molécula
apenas inibe o crescimento/reproducédo bacteriana, sem matar de imediato as bacteérias.

O tilirosideo foi a Unica molécula que apresentou efeito bactericida contra cepa
clinica de K. pneumoniae com CBM de 128 pg/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 bacterioestatico foi observado na cepa de K. pneumoniae.

TABELA 11 - CBM DA VITEXINA, TILIROSIDEO E PG-1 CONTRA CEPAS DE K.

pneumoniae, E. faecalis e E. coli

Amostra K. pneumoniae E. faecalis E. coli
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Vitexina > 1024 > 1024 *
Bacteriostatico Bacteriostatico *
Tilirosideo 128 * > 1024
Bactericida * Bacteriostatico
Pg-1 > 1024 128 512
Bacteriostatico Bactericida Bactericida

(*): N&o avaliado
FONTE: O autor (2022)

Os flavonoides possuem o mecanismo de atividade antimicrobiana relacionado a
sua capacidade em formar complexos com proteinas sollveis ou com a parede celular das
bactérias. Dessa forma, a inducdo na variacdo de solubilidade que as moléculas isoladas
provocam no meio que desempenham sua atividade, modifica o potencial ativo
induzindo/inibindo a¢Bes enzimaticas, abertura de canais, expressdes génicas, afetando as
funcbes 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 flavonoides e
glicosideos flavonoidicos (FILHO et al., 2013). Para a classe dos flavondides 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 familia (OLIVEIRA, 2019).

A atividade antibacteriana dos flavonodides estd sendo cada vez mais documentada.
Substancias naturais e extratos de plantas com relatos na medicina popular vém sendo
testados in vitro para atividade antibacteriana por muitos grupos de pesquisa (AKBAR et
al., 2019). O presente estudo respalda o potencial antibacteriano dos flavonoides vitexina,
tilirosideo e Pg-1, de espécies pertencentes a familia Malvaceae, 0 que reforca a
importancia da continuidade em pesquisar substancias com potencial antibacteriano em

comparagdo com outras espécies de bactérias patogénicas para humanos.

5.3 Anélises ex-vivo dos flavonoides vitexina, tilirosideo e Pg-1

5.3.1 Avaliacdo de genotoxicidade em células da mucosa oral de humanos

Os testes de genotoxicidade sdo realizados para identificar a capacidade de
interacdo de extratos/substancias, em baixas concentracBes, com o0s &cidos nucléicos.
Quando os agentes tdxicos interagem com o DNA, eles frequentemente produzem
aberragcbes cromossdmicas, alteracOes da estrutura do DNA, que por sua vez, podem
resultar em alteracGes celulares irreversiveis que levam a morte celular por
necrose/apoptose. 1sso também pode levar a danos que serdo transmitidos as células filhas
durante a divisdo celular (VARANDA et al., 2002; SPONCHIADO et al., 2016).

As células desenvolveram varios mecanismos de reparo do DNA, mas se as lesdes
no material genético ndo forem ajustadas, elas levam a mutacdes que se manifestam em
uma série de doencas genéticas que tém caracteristicas comuns, principalmente o
desenvolvimento de céncer (CLANCY, 2008; JACKSON; BARTEK, 2009; SWIFT;
GOLSTEYN, 2014).

A toxicidade celular foi avaliada por meio da presenca de indicadores celulares
(micronucleos, binucleacéo, cariolise, cariorrexe e macronucleos), conforme pode ser visto

na Figura 21.
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FIGURA 21 - FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS ESFOLIADAS DA MUCOSA ORAL

(a) cariorrexe, (b) caridlise, (c) binucleacao, (d) um macronucleo e () um microntcleo. Ampliagdo X1000.
FONTE: O autor (2022)

Os microndcleos sdo cromossomos quebrados e fragmentados que foram perdidos
durante a mitose. Sua frequéncia determina o grau de exposi¢do do DNA a agentes nocivos
exogenos e o consequente dano provocado (POPOVA et al., 2007; ANTONIO et al.,
2017). Células contendo macronucleos, devido ao contato com substancias tdxicas,
apresentam hiperatividade nuclear que aumenta o didmetro do ndcleo, causando diviséo
celular, o que resulta em binucleacdo (POPOVA et al., 2007). Além disso, alteracdes
envolvendo caridlise e cariorrexe sdo observadas quando a célula é induzida a sofrer
necrose/apoptose. Na cariorrexe, a cromatina se fragmenta e a membrana nuclear
desaparece, enquanto na cariolise ocorre a dissolucdo completa do nicleo com perda do
material nuclear. Assim, quanto mais intensas essas alteracdes se manifestarem, mais grave
é 0 estado patoldgico das células/tecidos (ANTONIO et al., 2017).

A vitexina induziu poucas alteragdes celulares, quando comparada ao grupo
controle positivo, mas apresentou resultados semelhantes aos do controle negativo. O
baixo indice de genotoxicidade teve maior padrdo de células normais (> 85%) em todas as
concentragfes (50 a 1000 pg/mL), embora alteragdes celulares importantes, como
macronucleos e binucleacdo, tenham sido observadas na concentragdo de 1000 pg/mL

(Tabela 12). Apesar da ocorréncia de alteracdes celulares, o indice de concentracdo é
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menor do que as alteragfes vistas no controle positivo, demonstrando baixo efeito

genotdxico desempenhado por essa substancia.

TABELA 12 - PERFIL DE GENOTOXICIDADE - VITEXINA

Grurpo Micronucleos  Binucleacao Cariolise Cariorrexe  Macronucleo Normal
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
C- 2,22 +0,11 188+0,11 0,77 £0,22 0,55+0,22 0,001 + 0,00 94,56 + 0,22
C+ 4,00 £ 0,88 433+0,38 544+0,72 511+0,67 4,55+ 0,80 76,56 + 3,08
Vitexina (ug / mL)
1000 0,55 + 0,29* 400+0,33 1,33+0,550* 2,77+0,22* 4,66+0,33 86,67 + 0,38*
500 0,55+0,22* 222+0,22* 166+0,33* 222+0,11* 288+0,11* 90,44+0,48*
100 0,44 £0,11* 144 +0,29* 188+040* 1,11+0,22* 3,22+0,29* 91,89+ 0,40*
50 2,11 +0,29* 466+0,38 366x164* 255+048* 288+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 informagdes descritas nesta etapa
do estudo, na qual a vitexina revelou possuir efeito farmacoldgico para inducdo 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 apoptotico in silico e o baixo efeito genotéxico ex-vivo
reforcam o nivel de seguranca na utilizacdo dessa molécula como alvo terapéutico ndo
indutor de alteracdes génicas e o potencial combate a continuidade de erros genéticos.

O tilirosideo também induziu poucas alteracdes celulares quando comparada ao
grupo controle positivo, mas apresentou resultados semelhantes aos do controle negativo.
Dentre os flavondides analisados, o tilirosideo exibiu 0 menor efeito genotdxico na relagéo
exposicao/concentracao.

O baixo indice de genotoxicidade apresentado pelo tilirosideo teve maior padrao de
células normais (> 90%) nas concentracbes mais altas (500 e 1000 pg/mL), embora
algumas alteragdes celulares tenham sido detectadas: binucleacdo, macronucleo, cariolise e
cariorrexe. Esse conjunto de variacdes celulares foi inferior ao descrito no controle positivo
(H20>), sugerindo um limite seguro de baixa toxicidade quanto a concentracdo e tempo de

exposicao ao tilirosideo (Tabela 13).
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TABELA 13 - PERFIL GENOTOXICO DO TILIROSIDEO

Grurpo Micronucleos  Binucleacao Caridlise Cariorrexe  Macronucleo Normal
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
C- 2,22+0,11 188+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+0,38 544+0,72 511+0,67 4,55+ 0,80 76,56 + 3,08
Tilirosideo (ug/mL)
1000 0,77 +£0,11* 333+057 1,66+019* 166+0,19* 2,22+0,29* 90,33+1,07*
500 1,00+ 0,005 3,00+0,19* 1,77+0,11* 155+048* 244+0,11* 90,22 +0,40*
100 1,00 = 0,50* 2,00+£0,33 2,66+050* 1,88+0,11* 3,33+ 0,50 89,11 +£1,23*
50 1,44 +0,29* 2,77+0,29* 355+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 alteracdes celulares (binucleacdo e macronucleos) mencionadas no ensaio de
genotoxicidade refletem o inicio da inducdo na reatividade celular fisioldgica quando
células escamosas sdo expostas a altas concentra¢es (1000 pg/mL — tilirosideo) de novas
substancias. Dessa forma, os resultados ressaltam a andlise in silico que mostra o potencial
efeito farmacoldgico da molécula na inducdo de apoptose (Pa: 0,790; Pi: 0,009), e 0 menor
efeito na atuacdo como inibidor da apoptose (Pa: 0,340; Pi: 0,015).

Estudos desenvolvidos por Jain et al. (2014) descreveram que compostos fendlicos
extraidos de frutos secos de Helicteres isora apresentaram alto efeito antioxidante e
antitumoral, demonstrando a importancia das plantas como fonte consideravel de
moléculas naturais com ampla capacidade de eliminar radicais e proteger as células e seus
componentes contra danos. Essas informacgdes corroboram os resultados deste estudo, visto
que o0 género Helicteres é rico em compostos fendlicos e flavonoides, apresenta baixa
toxicidade, atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral. No entanto, ndo foram
encontrados na literatura dados especificos sobre os efeitos do tilirosideo na
genotoxicidade da mucosa oral humana.

O Pg-1 exibiu baixa genotoxicidade em todas as concentragdes (50 a 1000 pg/mL),
com padrdo de células normais > 84%. Os dados evidenciaram que a concentracéo de 1000
pg/mL teve o menor efeito genotoxico sobre as células (células normais > 91%).

Entretanto, algumas alteragGes celulares foram observadas (macronicleo e binucleacao),
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apesar da incidéncia ser inferior a descrita no controle positivo (H202) e compativel com os

achados do controle negativo, indicando uma discreta reatividade celular e um limiar

seguro de baixa toxicidade (Tabela 14).

TABELA 14 - PERFIL GENOTOXICO DO PG-1

Grurpo Microndcleo  Binucleagdo Cariolise Cariorrexe Macronucleo Normal
(%0)s (%) (%) (%) (%) (%)
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+ 400+088  4,33+0,38 5,44 £ 0,72 5,11+0,67 4,55+ 0,80 76,56 + 3,08
Pg-1 (ng/mL)
1000 0,33+0,01* 155+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* 255+0,80* 3,66+1,01* 533+0,33 8589+1,78*
100 0,22+0,11* 1,77+0,58* 2,44 +0,44* 7,33+0,19 3,65+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 andlise in silico do presente estudo,
que faz referéncia ao papel potencial da Pg-1 na inducdo de apoptose (Pa: 0,887; Pi:
0,005), em consonancia com a probabilidade reduzida da atividade inibitéria da apoptose
(Pa: 0,211; Pi: 0,104). Abordagens anteriores in vitro e in silico evidenciaram as atividades
antiproliferativa e indutora de apoptose dos flavonoides analogos ao Pg-1. A 5,7,4'-
trimetoxiflavona, por exemplo, inibiu a proliferacdo e induziu a morte celular em células
de céancer de mama, e conferiu protecdo contra radiais livres, indicando a a¢do antioxidante
da molécula (AL MUQARRABUN; AHMAT, 2015).

Neste estudo, os dados demonstram que a vitexina, o tilirosideo e o Pg-1 ndo
apresentam genotoxicidade para células de mucosa oral de humanos, pois a exposicao a
esses flavondides ndo resultou em danos na informacdo 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 ocorréncia de alteracbes morfofuncionais, resultando na transformacdo de células
normais em canceres (CHAVES, 2016).
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6. Conclusotes

O estudo contribuiu para o conhecimento do perfil toxicoldgico e bioativo dos

flavonoides isolados de plantas pertecententes a familia Malvaceae.

A partir da metodologia proposta foi possivel observar que:

Estudo in silico

A farmacocinética da vitexina e Pg-1 indica que essas moléculas apresentam
biodisponibilidade por via oral,

O tilirosideo demonstrou ndo possuir biodisponibilidade por via oral;

Todos os flavonoides avaliados mostraram-se ndo mutagénicos e nao carcinogénicos;
A probabilidade de atividade biologica revelou que os flavondides possuem potencial
antioxidante, pré-apoptético e antineoplasico, e que apresentam atividade
antineoplasica de forma especifica para drgdos dos sistemas, a saber:

o No sistema tegumentar, o Pg-1 obteve atividade para: sarcoma, carcinoma
invasor, melanoma e céncer de celulas escamosas;

o No sistema gastrointestinal e excretor, a vitexina destaca-se com maior
probabilidade de protecdo contra o cancer: gastrico, pancreatico, renal e da
bexiga;

o No sistema reprodutor feminino, o tilirosideo apresenta provavel atividade

contra o cancer cervical e 0 Pg-1, contra o cancer de Utero e ovario;

Estudo in vitro

O fator de protecdo solar dos flavonoides destacou o efeito fotoprotetor (> 25,01rps)

para do tilirosideo e do Pg-1; a vitexina ndo produziu efeito significativo para prote¢éo no

espectro UVB.

A andlise de citoxicidade in vitro mostrou que a vitexina, o tilirosideo e o Pg-1 tiveram

baixa taxa de hemolise (< 40%) na concentracao de 500 pg/mL.

Atividade Antibacteriana
o A CIM revelou forte efeito do Pg-1 frente a cepas Gram-positiva E. faecalis

(128 pg/mL), a vitexina e tilirosideo ndo demonstraram efeito significativo
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para as especies testadas. A vitexina, o tilirosideo e o Pg-1conseguiram inibir
cepas Gram-negativas como a K. pneumoniae e E. coli;

o A CBM demonstrou que a vitexina possui efeito bacteriostatico para cepas de
K. pneumoniae e E. faecalis, o tilirosideo apresentou efeito bactericida contra
cepa de K. pneumoniae, o Pg-1 foi considerado bactericida para as cepas de E.
faecalis e E. coli, e bacterioestatico na cepa de K. pneumoniae.

Estudo ex-vivo
e A genotoxicidade, em modelo ex-vivo com células da mucosa oral de humanos,
revelou que as substancias testadas ndo induziram mutacdes ou alteracfes significativas,
mesmo em concentragdes mais altas (1000 pg/mL).

Dessa forma, a baixa capacidade citotoxica e genotoxica da vitexina, do tilirosideo

e do Pg-1 sugere que a de concentracdo de 500 pg/mL seja segura para avaliacdo dos
potenciais bioativos destes flavondides.
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Apresentagio do Projeto:

INTRODUGCAO

Inimeras doencas microbianas de origens bacteriana, viral ou fungica séo relatadas na literatura. Em muitos
casos, 0s responsaveis pelas infecgoes adquirem resisténcia ao medicamento utilizado, e por isso grande
nimero de antimicrobianos tem sido desenvolvida

pela inddstria farmacéutica (KUBO et al_, 1993; KOSHI; CHERIAN, 1995; DEUS et al,

2011).

Para que um produto, seja ele natural ou sintético, venha se tornar um medicamento

seguro e eficaz, & necessario a realizagao de estudos toxicologicos para determinacao de

padries de seguranca que devem ser determinados antes da utilizacao do medicamento na

clinica. Dessa forma, o estudo da toxicologia de um produto & de grande valia, pois permite a caracterizacdo
dos efeitos deletérios das drogas ocorridos a partir da sua administragdo, contribuindo para decidir se um
produto deve ser adotado ou ndo para uso clinico (SARAIVA et al_, 2012).

Um dos modelos experimentais utilizados para avaliacdo da toxicidade in vitro é o ensaio de citotoxicidade
em eritrocitos. Esse teste &€ usado como método de triagem para toxicidade de novas drogas objetivando
estimar o dano que elas podem produzir in vive em eritrocitos do organismo (SCHREIER et al., 1997;
APARICIO et al., 2005).

A genotoxicidade € a area da genética que estuda os efeitos de determinadas substancias sobre a
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estrutura do DNA, que pode resultar em um processo denominado mutagénese. Neste sentido, os agentes
que alteram a sequéncia do DNA sio considerados “toxicos” para os genes e sdo, entdo, chamados de
genotoxicos (SILVA et al., 2003). Assim, as pesquisas sobre genotoxicidade podem também comprovar o
efeito anticarcinogénico de algumas substancias (PACLINI, 2003).

Dessa forma, este projeto objetiva-se avaliar o potencial antimicrobiano e citotoxico

das amidas sintéticas N-(4-fldor-3-nitrofenil) acetamida, 2-Cloro-N-(4-flior-3-nitrofenil) acetamida, 2-Bromo-
N-({4-fldor-3-nitrofenil) acetamida, 2-Bromo-N- fenilacetamida, 2-cloroN-fenilacetamida; hibridos moleculares
do Triclosan: (5-cloro-2-(2 4- iclorofenoxijfenil-2- acetoxibenzoato, 5-cloro-2-(2 4-diclorofenoxi)fenil-2-(3-
benzoilfenil)propanoato, 5-cloro-2- (2 4-diclorofenoxi)fenil-2-(4-obutifenil)propanoato); os isomeros R - (+)--
citronelol e S - (- ) -citronelol, dos dleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Lapulo
Columbus, extratos de Hordeum vulgare, Spondias mombin, Tracheophyta e Urtica dioica L. e os
flavonoides Vitexina, Tilirosideo e Tnmetoxiflavona, para contribuir com a descoberta de novas drogas com
potencial farmacolégico promissor.

HIPOTESES

As substancias em estudo possuem atividade antimicrobiana frente aos microrganismos de interesse clinico
desse estudo, bem como possuem atividade antioxidante e toxicidade reduzida. As atividades biologicas
envolvendo as substancias em estudo ndo foram ainda investigadas detalhadamente em relagdo a sua
capacidade antibacteriana e antifingica. Este trabalho propde-se a investigar a hipdtese de que estas
substancias podem desempenhar acdo antimicrobiana frente aos microrganismos de interesse clinico.
Tambem sera testada a hipdtese de que estas substancias isoladas apresentem efeito oxidante, hemaolitico
e potencial mutagénico reduzido.

METODOLOGIA

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antibacteriana serio realizados no Laboratorio de
Pesquisa de Atividade Antibacteriana e Antifangica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos,
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) / Jodo Pessoa - PB, sob coordenacao da Prof 2 Dr 2 Edeltrudes de
Qliveira Lima. Os microorganismos utilizados nos ensaios serdo isolados, identificadas quanto a espécie e
analisados sobre 0s seus perfis de resisténcia antibidtica.

Os ensaios toxicologicos e da avalicdo da atividade antioxidante das substéncias serdo realizados no
Laboratorio de Bioquimica da Unidade Académica de Ciéncias Biologicas,

localizado no Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina
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Grande (UFCG) / Patos — PB, sob coordenacg&o do Prof. Dr. Abrahao Alves de Oliveira Filho.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar o potencial antimicrobiano e a toxicidade in vitro das amidas sintéticas N-

(4-flor-3-nitrofenil) acetamida, 2-Cloro-N-(4-fldor-3-nitrofenil) acetamida, 2-Bromo-N-{4- flGor-3-nitrofenil)
acetamida, 2-Bromo-N- fenilacetamida, 2-cloro-N-fenilacetamida; hibridos moleculares do Triclosan: (5-cloro
-2-(2 4-diclorofenoxi)fenil-2- cetoxibenzoato, 5-cloro-2-(2 4-diclorofenoxi)fenil-2-(3-benzoilfenil)propanoato, 5-
cloro-2-(2 4- iclorofenaxi)fenil-2-(4-isobutifenil)propanoato); os isémeros R - (+)--citronelol e S - (-) -citronelol,
dos oleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Lapulo Columbus, extratos de Hordeum
vulgare, Spondias mombin, Tracheophyta e Urtica dicica L. e os flavonoides Vitexina, Tilirosideo e
Trimetoxiflavona.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e os beneficios foram descritos conforme a Resolugao 466/2012 do CNS/MS.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Verifica-se direcionamento metodolégico adequado a realizagdo de um trabalho com relevancia académica,
cientifica e social.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Os Termos foram apresentados de acordo com a Norma Operacional 001/2013 da CNS/MS.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Cumpridas as pendéncias lancadas no parecer anterior, nos posicionamos de maneira FAVORAVEL a
realizacdo do estudo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este documento tem validade de CERTIDAO DE APROVACAO para coleta dos dados propostos ao estudo.
Destacamos que a CERTIDAQ PARA PUBLICACAO so sera emitida apos o envio do RELATORIO FINAL
do estudo proposto, via Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Properties of vitexin, tiliroside and 5,7-dihydroxy-3,8,4'-trimethoxy flavonoids
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Abstract. Problems in the female reproductive system appear at the beginning of the reproductive cycle and persist until
hormonal regulation in menopause. The drug therapies currently used can cause intolerance and susceptibility to other
diseases, making it important to search for alternative therapeutic approaches that can be adopted during your reproductive
life. Women use several species of plants to treat reproductive disorders. Some species are rich in bioactive maolecules,
such as flavonoids. The present study evaluated the bioactive in silico profile of three flavonoids: tyroside (Kaempferol-3-
O-B-D- (6 "-Ep-coumaryl) glucopyranoside), Pg-1 (5,7-dihydroxy-3,8, 4'-trimethoxy) and vitexin (5,7 4'-trihydroxyflavone-8-
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Potencial bioativo dos flavonoides vitexina, tilirosideo e
5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi no tratamento de doengas cronicas e neoplasias do

sistema gastrointestinal e excretor
Properties of the flavonoids vitexin, tiliroside and 5,7-dihydroxy-3,8,4" trimethoxy in the treatment of chronic
diseases and neoplasia of the gastrointestinal and excretory systems
Propiedades de los flavonoides vitexina, tilirosideo y 5,7-dihidroxi-3,8,4 ‘trimetoxi en el tratamiento de
enfermedades crénicas y neoplasias de los sistemas gastrointestinal y excretorio
Aleson Pereira de SOUSA*
Diégina Araijo FERNANDES?
Maria Denise Leite FERREIRA2
Laisa Vilar CORDEIRO?
Helivaldo Didégenes da Silva SOUZA?
Maria de Fatima Vanderlei de SOUZA?
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Resumo
As doengas crdnicas representam o principal grupo de doencas com elevados indices de mortalidade. Dessa forma, a utiliza¢do de plantas
medicinais por adultos no tratamento de enfermidades ou amenizacéo de seus sintomas & uma pratica alternativa que vem sendo adotada
mundialimente. O avanco cientifico e a modemizacéo contribuem substancialmente para descoberta de substédncias naturais para producéo de
novos farmacos, com uma grande possibilidade de terem menor grau de toxicidade. Algumas dessas plantas s&o ricas em moléculas dotadas
de potencial biotecnolégico, comao os flavonoides. O presente estudo avaliou o perfil bioativo in silico de trés flavonoides: ftilirosideo
(Kaempferol-3-O-B-D-(6"-Ep-coumanl) glucopiranosideo), Pg-1 (5,7-dihidroxi-3,8 4-tnmetoxi) e vitexina (5,7, 4-tnhidroxiflavona-8-C-3-
glucopiranosideo). Foi abordada a ag&o preditiva antineoplasica em orgéos do sistema gastrointestinal e unnario e a atividade protetora contra
doencas cronicas (diabetes, hipertensdo, catarata, osteoporose, hipercolesterolemia, disfuncéo de tirecide e doengas renais). O estudo
demonstrou que a vitexina apresentou efeito antidiabetes (tipo 1) e antihipercolesterolemia; o tilirosideo, atividade antidiabetes (tipo 1),
antihipercolesterolemia, antihipoxico, antinefritco e antiosteoporotico, e o Pg-1, acéo anticatarata, anti-hipertensiva e antitireoidiana. A
avaliagéo da probabilidade do potencial antineoplasico mostrou que a vitexina possui melhor potencial anticancer no pancreas, estémago,
bexiga e rim, e efeito anti - Helicobacter pylori. O Pg-1 apresentou maior atividade anticancer no colon e na regido colon-retal. O tilirosideo,
apesar de exibir menor efeito em relagéo as demais substancias, evidenciou atividade satisfatoria anticancer pancreatica e colon-retal.
Portanto, estas moléculas podem tornar-se importantes candidatas a farmacos naturais como recurso terapéutico de combate a doencas
cronicas e ao cancer do sistema gastrointestinal e urinario.
Descritores: Produtos Naturais, Simulac&o por Computador; Doenca Cronica.
Abstract
The chronic diseases represent the main group of diseases with high mortality rates. Thus, the use of medicinal plants to treat different ailments
or to ameliorate their symptoms by the adult population is an alternative practice that is being used worldwide. Scientific advances and
modernization contribute substantially to the discovery of natural substances for the production of new drugs with a possible low toxicity risk.
Some of these plants are rich in molecules with biotechnological potential, such as flavonoids. The present study evaluated the in silico
bioactive profile of three flavonoids: tiliroside (Kaempferol-3-O-B-D-(6"-Ep-coumnaryl) glucopyranoside), Pg-1 (5,7-dihydroxy-3,8,4"-trimethoxy)
and vitexin (5,7 4'-trihydroxyflavone-8-C-B-glucopyranoside). The antineoplastic predictive action on organs of the gastrointestinal and urinary
systems and the protective activity against chronic diseases (diabetes, hypertension, cataracts, osteoporosis, hypercholesterolemia, thyroid
dysfunction and kidney diseases) were addressed. The study demonstrated that vitexin had anti-diabetes (type Il) and anti-
hypercholesterolemia action; tiliroside exhibited antidiabetes (type ), antihypercholesterolemia, antihypoxic, antinephritic and antiosteoporotic
activity, and. Pg-1 showed anti-cataract, anti-hypertensive and anti-thyroid effect. The evaluation of the probability of the antineoplastic potential
demonstrated that vitexin has a better anticancer potential in the pancreas, stomach, bladder and kidney in addition to anti-Helicobacter pylori
effect. Pg-1 showed higher activity against colon and colonrectal cancer. Tiliroside, despite exhibiting lower effect than the other substances,
displayed satisfactory pancreatic and colonrectal anticancer activity. Therefore, these molecules are possible important new drug candidates
from natural products as a therapeutic resource against chronic diseases and the gastrointestinal and urinary systems cancers.
Descriptors- Biological Products; Computer Simulation; Chronic Disease.
Resumen
Las enfermedades crénicas representan el principal grupo de enfermedades con altas tasas de mortalidad. Asi, el uso de plantas medicinales
por parte de adultos en el tratamiento de enfermedades o el alivio de sus sintomas es una practica altemativa que se ha adoptado a nivel
mundial. Los avances cientificos y la modernizacion contribuyen sustancialmente al descubrimiento de sustancias naturales para la produccion
de nuevos farmacos, con una gran posibilidad de tener un menor grado de toxicidad. Algunas de estas plantas son ricas en moléculas con
potencial biotecnolégico, como los flavonoides. El presente estudio evalud el perfil bioactivo in silico de tres flavonoides: tilirosida (Kaempferol-
3-0-B-D- (6 "-Ep-cumaril) glucopirandsido), Pg-1 (5,7-dihidroxi-3,8, 4'-trimetoxi) y vitexina (5,7 4"-trihidroxiflavona-8-C-B-glucopiranosido). Se
abordd la accion predictiva antineoplasica sobre 6rganos del aparato gastrointestinal y urinario y la actividad protectora frente a enfermedades
cronicas (diabetes, hipertension, cataratas, osteoporosis, hipercolesterolemia, disfuncién tiroidea y enfermedades renales). El estudio demostrd
que la vitexina tenia un efecto anti-diabetes (tipo Il) y anti-hipercolesterolemia; tilirosida, actividad antidiabética (tipo 1), antihipercolesterolemia,
antihipoxica, antinefritica y antiosteoporotica, y Pg-1, anti-catarata, antihipertensiva y anti-tiroidea. La evaluacion de la probabilidad del
potencial antineoplasico mostré que la vitexina tiene un mejor potencial anticancerigeno en el pancreas, estomago, vejiga y rifion, y tiene un
efecto anti-Helicobacter pylori. Pg-1 mosiro una mayor actividad anticancerigena en el colon y en la region colon-rectal. La tilirosida, a pesar de
mostrar menos efecto que otras sustancias, mostrdo una actividad anticancerosa pancreatica y colon-rectal satisfactonia. Por tanto, estas
moléculas pueden convertirse en importantes candidatas a farmacos naturales como recurso terapéutico para combatir enfermedades cronicas
vy el cancer de los sistemas gastrointestinal y urinario.
Descriptores: Productos Biologicos, Simulacion por Computador; Enfermedad Cronica.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas houve uma aumento da carga de mortalidade por doencas
mudanga epidemiolégica no padrido de crénicas em comparacdo as doencas
morbimortalidade da populac&o mundial, com o infecciosas'. As neoplasias, as doencas
- Arch Health Invest 10(3) 2021
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In silico and in vitro evaluation of vitexin, tiliroside and 5,7- dihydroxy-3.8,4’-trimethoxy
flavonoids: FPS evaluation and prediction of anti cancer activity
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Os produtos naturais tém sido utilizados para combater os crescentes efeitos danosos causados pela exposicdo
solar, adicionando formulas quimicas a compostos ou substincias naturais para potencializar o efeito protetor
na pele. Através de analises in silico e in vitro. o presente estudo avaliou o efeito farmacologico contra o
cancer de pele e o fator de protecio solar de trés flavonoides: Hv-1 (Kaempferol-3-O-p-D- (6”-Ep-coumaril)
glucopiranosideo), Pg-1  (5.7-dihidroxi-3.8.4'-trimetoxi) e Ww-1 (5.7.4-trihidroxiflavona-8-C-B-
glucopiranosideo), bem como seus respectivos compostos naturais (extratos etanolicos brutos — EEBs e
fragcdes diclorometano/cloroformio — FC/FD). oriundos de processos de extracdo em espécies da familia
Malvaceae. Os resultados da analise in silico demonstraram que o Pg-1 possui maior probabilidade no
potencial antineoplasico para o tratamento do sarcoma. do carcinoma. do melanoma e do cancer de células
escamosas, enquanto o Hv-1 apresenta efeito antineoplasico no combate ao melanoma e ao cancer nas células
escamosas. O Wv-1 apresentou baixa ativacdo antineoplasica em neoplasias do sistema tegumentar. A analise
in virro revelou que os compostos dos EEBsHv e FDHYv, e as fracdes (FCWv, FDHv e FCPg) tiveram elevado
fator de protecdo solar (25.01gps). O estudo das substincias isoladas mostrou que o0 Wv-1 ndo produziu efeito
protetor significativo no espectro UVB, contudo o Hv-1 e o Pg-1 apresentaram efeitos semelhantes, com alto
nivel de protecdo (25.01rps). Os dados indicam que os compostos analisados poderiam tornar-se alternativas
terapéuticas como fitoterapicos e as moléculas isoladas, candidatas promissoras a fitofarmacos com efeito

fotoprotetor e atividade anticancer no sistema tegumentar.
Palavras-chave: produtos naturais, antineoplasico, fator de protegfo solar

Natural products have been used to combat the increasing damaging effects of sun exposure with the addition
of chemical formulas to natural compounds or substances to enhance the protective effect on the skin. Using
in silico and in vitro analyzes, the present study evaluated the pharmacological effect on the treatment of skin
cancer and the solar protection factor of three flavonoids: Hv-1 (Kaempferol-3-O-B-D- (6 -Ep-coumaril)
glucopyranoside), Pg-1 (5,7-dihydroxy- 3.8 4'-trimethoxy) and Wv-1 (5,7.4'-trihydroxyflavone-8-C-f-
glucopyranoside) as well as their respective natural compounds (crude ethanolic extracts - CEEs and
dichloromethane/chloroform fractions - DF/CF) obtained by extraction processes from species of the
Malvaceae family. The results of the in silico analysis demonstrated that Pg-1 has greater probability in the
antineoplastic potential against sarcoma, carcinoma, melanoma and squamous cell cancer, while Hv-1
exhibited an antineoplastic effect against melanoma and squamous cells cancer. Wv-1 showed low
antineoplastic activation against neoplasms of the integumentary system. The in vifro analysis revealed that
the CEEsHv and DFHv compounds and the fractions (CFWv, DFHv and CFPg) displayed high solar
protection factor (25.01spp). The analysis of the isolated substances showed that Wv-1 did not produce a
significant protective effect on the UVB spectrum; however Hv-1 and Pg-1 presented similar effects with a
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In silico, in vitro and ex-vivo Toxicological Profiling
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Abstract

This study aimed to evaluate the in silico, in vitro, and ex-vivo toxicity of vitexin, the flavonoid 5,7,4'-
trinydroxyflavone-8-C-B-glucopyranoside from Waltheria viscosissima. The chemical structure and
predicted bioactive properties were also in silico analyzed. The in vitro and ex-vivo assays were
performed according to the Ethics Code of the World Medical Association and were approved by
the Ethics Committee of University Center of Patos (protocol number: 3.621.284). In silico analysis
suggested that the molecule presents good oral bioavailability and good absorption; penetrating
biological membranes. The toxicity tests revealed the potential effectiveness of the molecule in
cellular protection against free radicals, in addition to possible antimutagenic, anticarcinogenic,
antioxidant, antineoplastic, anti-inflammatory, anti-hemorrhagic and apoptosis agonist activity.
Hemalytic and genotoxic assessment detected low hemaolysis rates in human red blood cells and
no cellular toxicity against oral mucosa cells. The data suggest that vitexin is a safe molecule for
passible therapeutic application and its toxicity profile indicates viability for future studies.

Keywords: Hemolytic. Genotoxicity. Toxicity. Waltheria viscosissima.

How to cite
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INTRODUCTION

The development of medicines originating from naturally-derived products involves study
of a wide variety of plant species, identifying their constituents (phytochemistry), and
analyzing the bioactive efficacy of the isolated substances through their interactions with
target molecules, to elucidate possible pharmacological mechanisms (Monks et al., 2002).
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Abstract

Phylochemical studies of the speoes Pavonia glamiowiana were periormed. Cuerceting, kaempderol, acacetin, and timeth-
mnylated flavonoid compounds [which present Biclogical activity) werne isolaied. We aimed o evaluate the in sifco, i witro, and
ox wivo towcity of flavonoid &,F-gihydnooy=3,8,4 - timethoxy (Pge1) oblained fom P glaziowana through chemical structune
analyses, toKcity assessment, and predicive bioactve properties, using human sampies in 0 wio lests. In sidco analysis
suggesied thal Pg-1 presents a good alscrption index for penetrating biological membranes (for oral bioavailabiity ), while also
suggesting potential antmutagenic, anScarcinogenic, antcaddant, antineoplastic, anti-nflammatory, anf-hemorthagic, and
apopiosis agonist bioactivibes. Assessment of hemolytic and penciocio efiects revealed low hemolysis mies. in red blood oels
with no celular toaioty in oral mucosa cells. The reduced cytoimoc acivity suggesied the sadety of the concentrations used
[Ei0=1 000 pgiml ), and dermonstraied She vaned inderactions of Pg-1 with the analyzed celis. The data obtained in the presen

sudly supgesied potential therapeutic appication, and the non<oxic profie indicated viabdity for futune studies.

Key wonds: Pavoni glanowiana; Genaloxicity; Hemolytic; Toxioty, Bicarailabidity

Introduction

The gerus Pavonia cav (Mahaceas) presents roughly
270 species distribubed worldwicde. In Brazd, these anre 142
regisiered species, among which 52 are regionally endemic
o Martheastern and Southeasiern Brazl (1), One example
in Marheastem Brazl is Pevonia planoviana, a plant popu-
lardy known as ‘maba-da-chagada’ or ‘lampa-cabaga” (2]
Shudies camied oul by Ofeira (3) show the presence of
flavonoids among e man oonstiuenls of e species
including gquercetin, ksemplerol, acacetin, tiroside, and
inmethaxyfinone, which displyy anbibacienal, antifungal,
ard anbioxidant activibies {4}

&, T=dihydromy-3,8. 4 -Inmethoxy (Pg-1) is a iimethouy-
lai=d flavoraid present in P glarioviara far which lare-
cidal aclvity has been reporded (3), bul its bioacke
potential ard ioocological peofie remain undear. How-
ever, il is necessany 10 analyze the safety leveds: of new
natural molecules with themapeutic polential. Based on

Comespondence: A F. Scusa <aleson_155£bhoimail com:=

Rooosved January 75 2027 | Accomiod Juva 10, 2027

this, this study aimed 1o pardorm v siico lests o determine
ihe theoretical moleculsr baxicty (chemnical siruchse,
icodcity assessmeni prediclions, and ils predictive bio=
active properiies) of Pg-1, isolated from P plaziowana. in
vilnz and ex viwe tesis with human cells were also camied
oul b invesSgate hemolysis and genoioxicity indexes in
eryibrocytes and oral mucosa cells, respectively.

Material and Methods

Plant material

fuerial parts of P glariowiana were collecied in F
115 in Jeremoabo (Bahia, Brazil) ot 09°44°34 675 and
BI04 and identified by Prof Adiva de Soum
Conceicho (Hahia Skate University - UMEB). A woucher
specmen (regisimabion number ZET0E) was deposied
in the Bahia State University Herbarium (Paule Aforso
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ALESOM PEREIRA DE SOUSA

Department of Physiology and Pathology,

Federal University of Paraiba,
Jodo Pessoa, Brazil,

Estimada colega Aleson,

¥ UNIVENSIDAD

¥ NACIONAL

! DE COLOMBIA

Mediante esta comunicacion me es grato informarle que su manuscrito titulado “In
vitro cytotoxicity and ex-vivo genotoxicity in compounds from Waltheria viscosissima
A. St. Hil. Brazilian species of the Malvaceae family sensu lato”, escrito por Aleson
Pereira de Sousa, Maria Denise Leite Ferreira, Lzisa Vilar Cordeiro, Maria de Fatima
Vanderlei de Souza, Helivaldo Didgenes da Silva Souza, Rita de Cassia da Silveirae S3 y
Abrahdo Alves de Oliveira Filho, ha sido aceptado para publicacion en nuestra revista

{Vol. 51, No. 3, diciembre de 2022).

En este orden de ideas, esperamos enviarle las respectivas pruebas de imprenta tan

pronto como sea posible.

Sin otro particular y agradediendo por la atencion prestada me suscribo de usted.

Cordial saludo,

/—“: ; ']

Prof. Fleming Martinez R., D.Sc.
Director-Editor RCCQF
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