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RESUMO

As plantas medicinais sao amplamente empregadas no tratamento de diversas enfermidades,
embora algumas possam conter substancias citotoxicas, genotoxicas € mutagénicas, exigindo
estudos para identificacdo dessas propriedades. Entre as plantas brasileiras, destaca-se a
Arrabidaea chica, da familia Bignoniaceae, reconhecida por suas propriedades medicinais no
tratamento de diarreia, enfermidades da pele, colica intestinal, anemia e cicatrizacdo de
feridas. Outra familia relevante ¢ a Acanthaceae, especialmente o género Justicia, que
recentemente foi descoberta uma nova espécie, a Justicia rubrobracteata, ainda nao estudada
quanto a suas propriedades terapéuticas ou seguranga. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade citotoxica, genotoxica e mutagénica de extratos da Arrabidaea chica e
Justicia rubrobracteata através do teste de Allium cepa. Para tal, foram preparados extratos
aquosos em diferentes concentragdes, por infusdo, decoc¢cdo e maceragao (para a Arrabidaea
chica) e apenas por infusdo (para a Justicia rubrobracteata). Os testes foram conduzidos
utilizando a agua destilada como controle negativo € metamizol como controle positivo. Por
meio da andlise do indice mitdtico foi possivel investigar a citotoxicidade dos extratos,
enquanto a genotoxicidade foi avaliada por meio de andlises microscopicas. Os resultados
revelaram citotoxicidade nos extratos da Arrabidaea chica e Justicia rubrobracteata,
evidenciada pela diminuicdo do indice de divisdo celular. A Arrabidaea chica nao
demonstrou efeito genotdéxico ou mutagénico no teste Allium cepa. Todavia, a Justicia
rubrobracteata apresentou efeito genotoxico, sendo observadas células com botdo nuclear,
lesdo nuclear, nucleo fragmentado, corpos apoptoticos, alteragdes morfoldgicas, ruptura
nuclear e nucleo alongado. Nao foi observado atividade mutagénica devido a auséncia de
micronucleos. Portanto, esta pesquisa destaca ndo apenas os resultados obtidos, mas também
ressalta a importancia de futuras investigagdes, visando fortalecer a compreensdo dessas
plantas especificas e fornecer orientacdes mais amplas sobre o uso seguro de plantas
medicinais na medicina tradicional. Assim, as descobertas realizadas neste trabalho sobre
extratos de Arrabidaea chica e Justicia rubrobracteata abrem novas perspectivas para a
aplicacdo biotecnoldgica destes no tratamento de diversas enfermidades. Apesar dos
resultados satisfatorios, ainda sdo necessarios mais estudos sobre as propriedades dessas
plantas.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Allium cepa; micronucleo; atividade antiproliferativa;

Citogenotoxicidade.



ABSTRACT

Medicinal plants are widely used in the treatment of various diseases, although some
substances may contain cytotoxic, genotoxic and mutagenic substances, requiring studies to
identify these properties. Among Brazilian plants, Arrabidaea chica, from the Bignoniaceae
family, stands out, recognized for its medicinal properties in the treatment of diarrhea, skin
diseases, intestinal colic, anemia and wound healing. Another relevant family is the
Acanthaceae, especially the genus Justicia, in which a new species was recently discovered,
Justicia rubrobracteata, which has not yet been studied regarding its therapeutic properties or
safety. This work aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic activity of
extracts of Arrabidaea chica and Justicia rubrobracteata through the Allium cepa test. To this
end, aqueous extracts were prepared in different concentrations, by infusion, decoction and
maceration (for Arrabidaea chica) and by infusion alone (for Justicia rubrobracteata). The
tests were continuous using distilled water as a negative control and metamizole as a positive
control. By analyzing the mitotic index, it was possible to investigate the cytotoxicity of the
extracts, while the genotoxicity was evaluated through microscopic analyses. The results
revealed cytotoxicity in the extracts of Arrabidaea chica and Justicia rubrobracteata,
evidenced by the decrease in the cell division rate. Arrabidaea chica did not demonstrate a
genotoxic or mutagenic effect in the Allium cepa test. However, Justicia rubrobracteata
presented a genotoxic effect, with cells with nuclear button, nuclear lesion, fragmented
nucleus, apoptotic bodies, morphological changes, nuclear rupture and elongated nucleus
being observed. No mutagenic activity was observed due to the absence of micronuclei.
Therefore, this research highlights not only the results obtained, but also highlights the
importance of future investigations, strengthening the understanding of these specific plants
and providing broader guidance on the safe use of medicinal plants in traditional medicine.
Thus, the discoveries made in this work on extracts of Arrabidaea chica and Justicia
rubrobracteata open new perspectives for their biotechnological application in the treatment
of various diseases. Despite the overwhelming results, more studies are still needed on the

properties of these plants.

Keywords: Medicinal plants; Allium cepa; micronucleus; antiproliferative activity;

Cytogenotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sao mundialmente utilizadas para o tratamento de varias
enfermidades, seja na forma de infusos, decoctos ou macerados (Assis, 2021; Feleke et al.,
2024). A utilizagao dessas plantas com fins terapéuticos atravessa milénios, sendo observada
desde conhecimentos do senso comum até os estudos com pesquisas cientificas,
caracterizando esse vinculo entre a cultura e a satude.

Estima-se que aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento
dependa exclusivamente das plantas medicinais no tratamento de diversas doengas, atribuidas
a sua ampla distribuicao, eficacia e custo acessivel (Jardim; Sossae; Ribeiro, 2023). Segundo
0 Ministério da Saude, cerca de 40% dos farmacos disponiveis no mercado dispdem de
plantas e outros principios naturais para seu desenvolvimento (Brasil, 2016). A popularidade
dessas plantas ¢ impulsionada pelos altos custos, indisponibilidade e/ou potenciais efeitos
colaterais associados aos medicamentos sintéticos (Gadelha et al., 2015; Kadiwal et al.,
2023). Os estudos realizados sobre plantas medicinais desempenham um papel fundamental
ao identificar e introduzir na pratica terapéutica as substancias ativas presentes nelas,
destacando a importancia continua dessas fontes naturais de tratamento para a saide humana
(Cunha et al., 2016).

No Brasil, a utilizagdo de plantas tem como base as praticas indigenas, que agregadas
aos conhecimentos das culturas europeias e africanas, tornou-se uma pratica sociocultural da
populacdo brasileira (Gadelha et al., 2015). Assim, a combinagdo da biodiversidade com o
conhecimento tradicional do uso, concedeu ao Brasil o privilégio para o desenvolvimento de
novos produtos naturais (Brasil, 2018). A aprovacao da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (Brasil, 2006a) e da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (Brasil, 2006b) ocorreu em 2006. O Ministério da Satde
utiliza dessas politicas com o intuito de inserir os fitoterdpicos no sistema oficial de satde,
integralizando o acesso as plantas medicinais, eficaz e seguramente, conforme recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Com isso, essas politicas publicas vém
promovendo a populagdo uma melhoria na qualidade de vida.

O Brasil destaca-se como um verdadeiro tesouro de biodiversidade, abrigando uma
extensa variedade de plantas com potencial terapéutico. Essa riqueza natural ¢ especialmente

evidente na regido Norte e Nordeste, que possuem uma flora unica e ainda pouco explorada
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em termos de suas propriedades. O estudo dessa flora oferece uma oportunidade singular de
descobrir novos farmacos e compostos bioativos.

Uma familia de plantas encontradas no Brasil com uma ampla gama de propriedades
medicinais ¢ a Bignoniaceae (Rahmatullah ef al., 2010; Rodrigues, 2023). Dentre as plantas
da familia Bignoniaceae destaca-se a Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) (Figura 1),
conhecida popularmente por carajuru, cipo-pau, carapiranga, cipo-cruz, carajiru ou crajiru
(Correa, 1984; Rodrigues, 2023). As folhas da Arrabidaea chica sdo popularmente
empregadas no tratamento de diarreia com sangramento, enfermidades da pele, colica
intestinal, inflama¢do uterina, anemia e na cicatrizagdo de feridas (Andrade er al., 2023;
Bonfim, 2018). Pesquisas sobre as atividades medicinais da Arrabidaea chica podem levar a
maiores investimentos pelas industrias farmac€uticas devido a sua acdo como
quimiopreventivos, anti-inflamatérios, antimicrobianos e eficacia nos filtros solares devido as
propriedades antioxidantes (Bonfim, 2018; Oliveira et al, 2009). Essa planta possui
composi¢do rica em pigmentos, como os de coloracdo vermelha-escuro, que além de uso
terapéutico, sao utilizados pelas tribos indigenas para pinturas corporais, enfeites, utensilios e

vestuarios, também como protetor solar e repelente (Cortez de Sa et al., 2016).

Figura 1: Arrabidaea chica.

Fonte: propria, 2024.
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Outra familia predominante no Brasil e que se destaca por suas propriedades
medicinais ¢ a Acanthaceae (Irawan et al., 2023; Shinwari ef al., 2017). Em geral, as folhas,
raizes e outras partes dessas plantas sdo utilizadas como antipiréticos, antiinflamatorios,
antiespasmodicos, antissépticos, antidiabéticos, também sdo utilizados no tratamento de
doencas de pele, tosse, infeccdes oculares, pneumonia, edema etc. (Irawan et al., 2023;
Shinwari et al., 2017).

Em 2020, Alcantara et al. encontraram uma nova espécie de Acanthaceae, do género
Justicia (o maior dessa familia), durante um estudo botanico de campo de afloramentos
rochosos no estado da Paraiba, nordeste do Brasil, a qual foi denominada Justicia
rubrobracteata. Atualmente, essa nova espécie € encontrada apenas no nordeste do Brasil
(Paraiba e Rio Grande do Norte). Na Paraiba, encontra-se no Curimatau, na cidade de Cuité,
que pertence a mesorregido do agreste paraibano.

Alcantara et al. (2020) descreveram e ilustraram (Figura 2) esta nova espécie para a
area de estudo, com particular atencdo a sua morfologia polinica. Segundo esses autores, a
nova espécie possui hdbito arbustivo com inflorescéncias terminais e axilares e flores
vermelhas. Como a Justicia rubrobracteata foi descoberta recentemente, ainda ndo ha muitos

estudos sobre a mesma, especialmente no que se refere a suas agdes, como sua toxicidade.

Figura 2: Folhas e flores da Justicia rubrobracteata.

Fonte: propria, 2024.
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Conforme Oliveira, Machado e Rodrigues (2014), em geral, o uso das plantas
medicinais ocorre indiscriminadamente, podendo ser utilizadas em excesso (gerando risco de
intoxicagao) ou em quantidade subterapéutica. As plantas, mesmo que utilizadas com
finalidades terapéuticas, sdo xenobidticos, ou seja, um produto estranho que, quando
introduzido no organismo humano, sofre biotransformagdes e pode gerar produtos toxicos
(Nicoletti et al., 2007; Veiga Junior; Pinto; Maciel, 2005). Dessa forma, alguns efeitos
colaterais relacionados ao uso de plantas medicinais ja foram relatados, como reacdes
alérgicas, irritacdo gastrointestinal, hemolise, danos a o6rgdos e carcinogenicidade
(Abdualmjid; Sergi, 2013; Van Der Bijl; Van Der Bijl, 2012). A dosagem e a frequéncia de
uso sdo fatores determinantes para esses efeitos colaterais (Macieli ef al., 2018). Devido a
esses efeitos toxicos e a limitacdo do conhecimento cientifico sobre a eficacia e seguranga de
varias plantas, € necessaria a utilizacdo de sistemas in vitro para identificar a eficacia ou
toxicidade das plantas precocemente (Schreiner et al., 2024).

O teste Allium cepa é um bioindicador ideal para uma primeira avaliacao da toxicidade
de extratos, devido a sua acessibilidade, sensibilidade, rapidez, confiabilidade e seu baixo
custo (Da Silva et al., 2023; Lessa; Silva; Cariello, 2017). Esse teste utiliza raizes de cebola
como um indicador sensivel para detectar alteracdes genéticas em resposta a exposi¢ao de
substancias quimicas (Lessa; Silva; Cariello, 2017). Assim, avalia altera¢des na divisdao
celular, determinando a citotoxicidade por meio do calculo do indice mitético (IM), além de
facilitar a visualizagdo das aberracdes cromossdmicas por meio de observagdes microscopicas
(Da Silva et al., 2023). Dessa forma, as observagdes microscopicas permitem identificar se
nas raizes da cebola ocorre um aumento do nimero basal de aberragdes cromossémicas, como
quebras cromatidicas, pontes anafasicas, formacdo de micronucleo, destruicdo do
cromossomo ¢ alteragdes no processo de divisao celular (Carvalho, 2018; Leme;
Marin-Morales, 2009).

A avaliagdo da citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade de extratos ¢ de suma
importancia para a avaliacdo da seguranca ou aplicagdes terapéuticas destes. Por exemplo,
plantas que contém metabdlitos secundarios que tém atividade citotdxica sdo bastante usadas
no tratamento do cancer devido a sua capacidade de inibir a proliferacao celular (Breijyeh et
al., 2021; Hister et al., 2017) No entanto, ndo podem possuir atividade genotoxica ou
mutagénica, visto que sdo prejudiciais ao organismo.

A escolha de se estudar tais propriedades da Arrabidaea chica e Justicia

rubrobracteata ¢ motivada pelo seu amplo uso medicinal e pela sua recente descoberta no
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Brasil, destacando a necessidade de compreender mais profundamente se ha potencial toxico.
O estudo dessas plantas ndo apenas visa identificar substancias promissoras para o
desenvolvimento de medicamentos mais eficazes e seguros, mas também contribui
significativamente para a preservacao da biodiversidade local. A valorizagdo dessas plantas
pode inspirar a conservacdo dos ecossistemas nos quais estdo inseridas, promovendo a
harmonia entre a saide humana e o ambiente. Além disso, este trabalho também contribui

para expandir o conhecimento sobre a diversidade da flora brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade citotdxica, genotdxica e mutagénica dos extratos de Arrabidaea

chica e Justicia rubrobracteata através do teste Allium cepa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar busca na regido para coleta de matéria-prima,;

e Preparar extratos aquosos de folhas de Arrabidaea chica, em diferentes concentragdes,
suprimir por meio de infusdo, maceragdo e decoc¢ao;

e Preparar extratos aquosos de folhas de Justicia rubrobracteata, em diferentes
concentragdes € por meio de infusdo;

e Realizar o teste com Allium cepa;

e Investigar citotoxicidade dos extratos Arrabidaea chica e Justicia rubrobracteata,
utilizando o calculo do indice mitotico;

e Analisar a genotoxicidade e mutagenicidade da Arrabidaea chica e Justicia
rubrobracteata através do aparecimento de mutagdes/aberragcdes (micronucleos)

cromossOmicas no teste Allium cepa;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde os tempos antigos, a humanidade tem utilizado plantas medicinais tanto para
tratar como para prevenir diversas doencgas, adquirindo um vasto conhecimento transmitido
por geragoes (Ferreira et al., 2019; Mattos et al., 2018; Silva; Furtado; Damasceno, 2021).
Tais plantas podem ser utilizadas de diversas maneiras, como na forma de infusos, decoctos
ou macerados, sendo os chas as formas mais comuns (Assis, 2021; Feleke et al., 2024).

Plantas medicinais contém uma variedade de substancias ou metabdlitos secundarios
que desempenham papéis importantes no tratamento de doencas e na promocao da saude
(Matos, 2021). Essas substancias instituiram a base terapéutica medicamentosa at¢ a primeira
metade do século XX (Assis, 2021). Durante a segunda metade do século XX, com o
progresso da medicina alopatica, o uso de plantas com finalidades terapéuticas diminuiu
(Assis, 2021). No entanto, devido aos altos custos, inacessibilidade, risco de toxicidade e
efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos, a utilizagdo das plantas para fins terapéuticos
continua sendo comum ¢ torna-se uma melhor alternativa (Barros, 2018; Gadelha et al., 2015;
Kadiwal et al., 2023). Assim, as plantas medicinais sdo o recurso terapéutico mais viavel para
as comunidades menos favorecidas financeiramente € com menor acesso, por serem
encontradas em mercados, feiras, domicilios ou nos quintais das residéncias (Silva, Lobato,
Ravena-Canete, 2019).

As plantas medicinais sdao utilizadas pela industria farmacéutica para a producao de
fitoterapicos e medicamentos. A fitoterapia tem por finalidade estudar as fungdes terapéuticas
das plantas e vegetais para a prevencao e tratamento de doengas (Costa, 2021; Marinho et al.,
2022). Diversas pessoas recorrem ao uso de fitoterapicos, principalmente devido a um
contexto historico do uso de plantas medicinais, passado de geracdo em geracdo (Marinho ef
al., 2022).

No contexto da comercializacdo de fitoterapicos, ¢ imprescindivel observar diversos
cuidados, inclusive quando se trata de plantas com uso consagrado ao longo dos tempos.
Elementos como a correta identificacdo da planta, tanto por parte do comerciante quanto do
fornecedor, a possibilidade de adulteracdo em extratos, capsulas contendo o pd da espécie
vegetal, assim como o p6 da planta comercializado em saquinhos e garrafadas, merecem

atencdo. Além disso, ¢ crucial abordar as potenciais interagdes entre plantas medicinais e
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medicamentos alopaticos, bem como os riscos associados a superdosagens, reagdes alérgicas
ou toxicidade (Pedroso; Andrade; Pires, 2021; Veiga Junior; Pinto; Maciel, 2005). Quando os
fitoterapicos sdo utilizadas corretamente, possuem menor custo, risco de toxicidade e efeitos
colaterais em decorréncia do uso de medicamentos industrializados, além de proporcionar a
continuag¢do dessa cultura empirica pela populagdo, dentre outros beneficios (Costa, 2021;
Kadiwal et al., 2023; Santana et al., 2018).

O Brasil ¢ um dos paises com uma ampla gama de plantas medicinais disponiveis,
possuindo a maior parcela da biodiversidade mundial (15-20%) (Leite; Camargos; Castilho,
2021). Todavia, a maioria dessa biodiversidade ainda nao foi explorada, logo, existe um vasto
campo para o desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos (Leite; Camargos;
Castilho, 2021). Além disso, o nimero de medicamentos fitoterapicos licenciados no Brasil e
o numero de publicacdes a respeito do uso de fitoteradpicos ainda ¢ pequeno se comparado a
outros paises (Carvalho et al., 2018; Leite; Camargos; Castilho, 2021). Assim, torna-se
evidente a importancia de se conduzir pesquisas para melhor compreender e aproveitar esse
patrimonio natural brasileiro. Esses estudos possibilitam o conhecimento sobre a diversidade
da flora local e fornecem informagdes relevantes acerca do potencial terapéutico desses
recursos naturais (Figueredo; Gurgel; Gurgel Junior, 2014; Magalhaes et al., 2019). Assim, a
expansdo da fitoterapia baseada no uso racional de plantas medicinais e no uso sustentavel da
biodiversidade brasileira pode melhorar a qualidade de vida da populacdo e levar ao

desenvolvimento econdmico e tecnoldgico (Leite; Camargos; Castilho, 2021).

3.1.1 Arrabidaea chica

Dentre as plantas medicinais encontradas no Brasil, destaca-se a Arrabidaea chica
(Humb. & Bonpl.) B. Verlot (Figura 1) (Bonfim, 2018). Essa ¢ uma planta arbustiva trepadeira
nativa de florestas tropicais, encontrada na Amazoénia. Em 1981, Cronquist classificou a
espécie como pertencente a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse
Asteridae, ordem Scrophulariales, familia Bignoniaceae, género Arrabidaea. A familia
Bignoniaceae compreende aproximadamente 1120 géneros com cerca de 800 espécies
(Barros, 2018; Pauletti; Bolzani; Young, 2003). Apesar de ser uma planta comum na regido da
Amazonia, ¢ bastante utilizada na medicina popular em diversas regides brasileiras, por meio

de chés, banhos e compressas de suas folhas.
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A Arrabidaea chica apresenta alguns constituintes como alcaloides, flavonoides,
pigmentos flavonicos, bixina, carajurina, carajurona, ferro assimildvel, cumarinas, genipina,
quinonas, saponinas, taninos, deoxiantociianidina, triterpenos etc. (Alves et al., 2010; Barros,
2018). Com isso, muitas propriedades terapéuticas sdo relatadas, como na cicatrizagao de
feridas, no tratamento de inflamagdes, distirbios intestinais, doengas gastrointestinais,
hemorragia, leishmanias, enterocolites, lavagem de ferimentos na pele, anemias, infec¢des
ginecoldgicas, além ter atividade antimicrobiana e antioxidante (Alves et al., 2010; Bonfim,
2018; Brito et al., 2024; Ferreira et al., 2013; Mafioleti et al., 2013; Moragas-Tellis et al.,
2020; Orosco; Mendoza; Meléndez, 2024; Siqueira, 2022; Siraichi et al., 2013).
Recentemente, Lima et al. (2022) demonstraram que a Arrabidaea chica apresenta potencial
terapéutico para o tratamento da dor neuropdtica e/ou adjuvante no tratamento convencional
da mesma.

Na Arrabidaea chica sao encontrados pigmentos como a bixina, genipina e derivados
da cajurina, que produzem um corante vermelho-escuro. Assim, essa planta ¢ utilizada por
indigenas para pintura corporal, tingir utensilios e roupas (Barros, 2018; Matos, 2021; Siraichi
et al., 2013). Além disso, em algumas tribos indigenas, ¢ utilizado o infuso das folhas no
tratamento da conjuntivite aguda e sob a forma de cataplasma como método profilatico contra
picada de mosquitos (Chagas, 2016).

Recentemente, De Souza et al. (2022) realizaram uma analise da qualidade da erva
medicinal da Arrabidaea chica comercializada em Belo Horizonte e observaram que amostras
estavam, em geral, adequadas para consumo. De fato, segundo Ferreira et al. (2013), em
Minas Gerais, essa espécie ¢ comumente utilizada no tratamento de cancer, sendo considerada
uma precursora no aumento de células sanguineas. Isso se da devido a medicina popular
afirmar que a espécie aumenta as concentragdes de hemaécias e plaquetas durante o tratamento
de quimioterapia e/ou radioterapia (Ferreira et al., 2013). Rocha et al., (2019) demonstram
pela primeira vez que essa planta influencia positivamente o tratamento do cancer de mama
induzido por 7,12-dimetil-1,2-benzantraceno em um modelo animal, induzindo uma redugao
no estresse oxidativo e na toxicidade da quimioterapia. Isso significa que a Arrabidaea chica
pode ter implicagdes clinicas em estudos futuros. Recentemente, o extrato das folhas dessa
planta mostrou potencial agdo no combate a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina
(Barreto et al., 2021).

Portanto, a Arrabidaea chica apresenta diversas propriedades terapéuticas promissoras

para o tratamento de varias enfermidades. Além disso, cada vez mais novas propriedades
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terapéuticas desta planta vém sendo descobertas. Devido a sua composicdo quimica, as
pesquisas sobre as propriedades medicinais dessa planta podem levar industrias farmacéuticas
a investir na produ¢ao de novos medicamentos baseados nos seus compostos (Barros, 2018).
Através destas informagdes, fica evidente o amplo uso desta planta, realizado com diversas
finalidades diferentes, bem como a importancia da necessidade de estudos relacionados ao seu
uso, com o intuito de garantir a eficacia e seguranca da utilizacdo da mesma em diferentes

enfermidades.

3.1.2 Justicia rubrobtacteata

A familia Acanthaceae ¢ mundialmente conhecida por possuir varias propriedades
medicinais e ter importancia cultural e econdmica tanto na medicina tradicional quanto na
horticultura (Gangaram et al., 2022). Nessa familia j& foram encontrados metabolitos
secundarios de suma importancia farmacologica, como glicosideos, flavonoides, alcaloides,
triterpenoides e 4cidos graxos (Gangaram et al., 2022). Diante disso, sdo utilizadas como
antimicrobiana, antipiréticos,  antiinflamatorios,  antiespasmoddicos,  antissépticos,
antidiabéticos, antiamebiana, antioxidante, antibacterianos, antiflingicos, anticancerigenos,
bem como no tratamento de doencas de pele, tosse, infecgdes oculares, pneumonia, edema
etc. (Gangaram et al., 2022; Irawan et al., 2023; Meurer-Grimes et al., 1996; Sobia et al.,
2018).

A Acanthaceae ¢ uma familia pantropical e subtropical grande e diversificada,
pertencente a ordem Lamiales (APG, 2016) e composta por cerca de 346 géneros e 4300
espécies (Al-Hakimi et al., 2023; Matos; Batista; Figueirinha, 2022). Sua distribuicao se
estende por zonas temperadas e tropicais tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo
(Kiel; Daniel; Mcdade, 2018). Assim, as plantas desta familia sdo encontradas em regides
subtropicais, tropicais e temperadas da Malasia, Indonésia, Brasil, Africa, Asia e América
Central (Sudheer;Praveen, 2021). No Brasil, existem cerca de 39 géneros e 453 espécies da
Acanthaceae (Silva; Bonadeu, 2019).

No Brasil, o género Justicia possui 127 espécies registradas (Profice et al., 2015),
sendo o maior da familia Acanthaceae, com cerca de 600 espécies. As plantas desse género
apresentam diversas atividades medicinais, por isso, toda a planta (folhas, raizes e outras
partes da planta), especialmente os extratos feitos com as folhas, sdo utilizadas na medicina

popular para o tratamento de varias enfermidades. Tais propriedades medicinais sao atribuidas
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a presenca de varios metabolitos secundarios nesse género, como lignanas, flavonoides,
terpenoides e alcaloides (Joseph; Srinivasan, 2022).

As plantas pertencentes ao género Justicia, como a Justicia pectoralis (Guimaraes et
al., 2020), Justicia adhatoda (Pa; Mathew, 2012), Justicia flava (Agyare et al., 2013), Justicia
pectoralis (Chamba) (Corréa; Alcantara, 2012), entre outras, sdo notaveis por sua atividade
antimicrobiana. Outra planta relevante ¢ a Justicia flava (Forssk.), reconhecida na medicina
tradicional pelo tratamento de tosse, paralisia, febre, epilepsia, convulsdes, espasmos,
infeccdes e disturbios da pele (Agyare et al., 2013).

A Tabela 1 apresenta um resumo de varias espécies do género Justicia. O interesse
pelo estudo do isolamento dessas espécies para analise de suas bioatividades, como
citotoxicidade e atividade antitumoral, ndo é recente, como evidenciado na tabela. Embora o
género Justicia contenha uma vasta quantidade de espécies, apenas algumas foram estudadas
quimica e biologicamente. No entanto, pode-se observar que esse género apresenta uma
significativa quantidade de espécies que possuem atividade antitumoral e citotoxica (Cazarolli
et al.,2006; Roja et al., 2011).

Algumas espécies do género Justicia contém em sua composi¢ado as lignanas, as quais
sdo um grupo de produtos naturais que apresentam diversos efeitos biologicos e podem servir
como compostos lideres para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com atividade
citotoxica (Fukamiya; Lee, 2004; Hui et al., 1986). Como exemplo de lignanas temos o
Taiwanina E, justicidina B, helioxantina, difilina, patentiflorina A e B, e Justiciresinol (Tabela
1). O elenosideo, por exemplo, ¢ o composto isolado de Justicia hyssopifolia L., sendo este o
arilnaftaleno lignano mais farmacologicamente estudado no género Justicia. Tal composto
apresenta atividades sedativas, relaxantes musculares, citotoxicas, antivirais, inseticidas,
cardiotonicas, analgésicas, inibitorias da peroxidagdo lipidica, anti-inflamatorias e
estimulantes e exibe propriedades depressoras significativas do sistema nervoso central em
ratos (Navarro et al., 2011).

Como apresentado na Tabela 1, as lignanas obtidas através da J. pectoralis sdo
citotoxicas para leucemia e linhas de células tumorais so6lidas (Hui et al., 1986). Basit et al.
(2022) realizaram ensaios de letalidade da artémia e toxicidade oral aguda do extrato
hidroalcodlico da Justicia vahlii Roth., planta utilizada no Sul da Asia para tratar dores de
dente e doencas de pele. Tais autores confirmaram a natureza nao toxica do extrato e que essa

planta pode ser consumida como aditivo alimentar. Os flavonoides presentes no extrato
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podem ser os principais fitoconstituintes funcionais responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos

do extrato revelando os beneficios da espécie (Basit et al., 2022).

Tabela 1: Atividade bioativa antitumoral e citotdxica da espécie Justicia.

Espécie Composto(s) Bioatividade Referéncia
J. betonica Jusbetonina Antitumoral Subbaraju et al. (1991)
Cilinaftalida A
J. brandegeana [-sitosterol-B-D-glico | Antitumoral e Shehawy (2022)
sideo citotoxica
J.ciliata Tuberculatina Antitumoral Lu et al. (2008)
J. extensa Difilina/Justicidina A Citotoxica Wang e Ripka (1983)
J. flava Helioxantina Antitumoral Tseng et al. (2008)
J. gendarussa Apigenina Antitumoral Caietal. (2011)
J. glauca Justiciresinol Citotoxica Subbaraju et al.
(1991).
J. hyssopifolia Elenosideo Citotoxica Navarro et al. (2011)
J. neesii - Antitumoral Rajasekhar e
Ramamoorthy e citotoxica Subbaraju (2000)
J. patentiflora Patentiflorina A, Citotoxica Susplugas et al. (2005)
Patentiflorina B
J. pectoralis - Citotoxica Hui et al. (1986)

J. procumbens L.

Taiwanina E

Antitumoral e
citotoxica

Chen et al. (1996)

J. purpurea

Justicidina B,
Xantoxilol,
Cleistantina B

Citotdxica

Kaur et al. (2009) e
Kavitha et al, (2003).

Fonte: Propria, 2024.

Em testes in vivo, o extrato etandlico de Justicia neesii Ramamoorthy e o extrato

metanodlico de toda a planta de Justicia procumbens L. apresentou atividade inibitoria

significativa in vivo contra o crescimento da leucemia linfocitica P-388 e citotoxicidade in

vitro no ensaio de cultura de células de 9 KB (carcinoma nasofaringeo humano) (Chen ef al.,
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1996; Corréa; Alcantara, 2012). Shehawy et al., (2022) isolaram e purificaram o
B-sitosterol-BD-glicosideo, do extrato metanolico de Justicia brandegeana, para avaliagao da
citotoxicidade contra diferentes tipos de linhas celulares de cancer, sendo comprovado sua
atividade como anticancer contra o carcinoma de pulmao (Shehawy et al., 2022).

Taranath et al. (2015) avaliaram os efeitos toxicos no teste Allium cepa de extratos
aquosos de Justicia adhatoda L. Tais autores detectaram a presenca de nanoparticulas de
zinco nessa planta e observaram que o indice mitdtico diminuiu com o aumento da
concentragdo dessas nanoparticulas e da duragdo da exposi¢cdo. Os resultados revelaram que
as nanoparticulas de zinco induziram anormalidades como formacdo de ponte anafase,
anafase diagonal, metafase C, metafase pegajosa, retardatarios e andfase pegajosa em
diferentes porcentagens e tempos de exposicao (Taranath et al., 2015). Esses e outros fatores
colaboram para os pesquisadores explorarem os varios aspectos € importancia médica desse
género.

Apesar de ja existirem diversos estudos sobre a toxicidade das plantas do género
Justicia e da familia Acanthaceae, ainda sdo necessarios estudos especificos sobre a Justicia
rubrobracteata. Esses estudos serdo fundamentais para avaliar o uso seguro desta planta, que
apresenta grande potencial de atividades terapéuticas. A seguir, serdo apresentados alguns
aspectos sobre a toxicidade, com foco especialmente no ciclo celular das plantas, bem como
no teste utilizando A/lium cepa. Essa abordagem detalhada permitira uma compreensido mais
completa dos potenciais efeitos adversos e terapéuticos da Justicia rubrobracteata, bem como

da Arrabidaea chica.

3.1.3 Métodos de extracao

Os constituintes das plantas medicinais podem ser extraidos por diferentes métodos e
solventes, os quais revelam a presenga de diferentes grupos de metabdlitos que desempenham
varias atividades farmacologicas (Santos, 2018). Os métodos tradicionais para obtengdo de
extratos vegetais incluem maceragdo, infusdo, decoc¢do, dentre outros (Jibhkate et al., 2023;
Verep; Saim; Karaogul, 2023).

A maceracdo ¢ um procedimento de extracao solido-liquido bastante antigo e facil de
realizar, podendo ser empregado na extracdo de componentes termolébeis (Jibhkate et al.,
2023). Inicialmente, o material vegetal (folhas, caule etc.) ¢ transformado em pd, permitindo

uma boa interacdo solvente-material. Apdés a moagem, um solvente, como a agua, ¢
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adicionado a um recipiente fechado. Depois disso, o recipiente ¢ lacrado e guardado por pelo
menos trés dias. Em seguida, o liquido ¢ filtrado e o residuo sélido € prensado para recuperar
o maximo de solvente possivel. Apenas a difusdo molecular ¢ responsavel pelo processo
(Jibhkate et al., 2023; Verep; Saim; Karaogul, 2023). A macera¢dao, no entanto, ¢ um
procedimento de extragdo demorado, muitas vezes demorando semanas e a substancia pode
ndo ser extraida completamente (Jibhkate et al., 2023). Diferentes fitoquimicos como
polifendis, flavonoides, alcaloides, taninos e saponinas podem ser obtidos por maceracao,
dependendo do solvente utilizado (Sasikala; Sundaraganapathy, 2017).

A infusdo é uma técnica semelhante a maceragdo. No entanto, a infusdo ¢é realizada
mergulhando as partes da planta a serem utilizadas em agua fervente por 15 minutos antes de
filtrar em papel de filtro (Jibhkate et al, 2023). Este método ¢ preferido em amostras de
plantas onde estdo presentes componentes bioativos facilmente soliveis (Verep; Saim;
Karaogul, 2023).

A decocgdo, por sua vez, ¢ um método adequado para extrair componentes soluveis
em agua e nao afetados pelo calor (Jibhkate et al, 2023). A preparagdo liquida neste
procedimento ¢ criada fervendo o material vegetal com dgua. Assim, a decoc¢do ndo ¢
recomendada para extrair componentes sensiveis ao calor. No entanto, tal método tem
vantagens, como a possibilidade de extrair produtos quimicos estaveis ao calor, ndo requer a
compra de equipamentos adicionais ou dispendiosos, sendo de facil execu¢do (Jibhkate et al.,
2023). O calor ¢ aplicado durante o periodo de extracdo para o processo ser rapido e a
extragao ocorra. Com o calor aplicado, ocorre diminui¢do do volume do solvente devido a
evaporacao durante o processo de extragdo. Apds a conclusdo do processo de ebulicao, a
mistura ¢ resfriada e depois filtrada (Hussain; Saquib; Khan, 2019; Verep; Saim.; Karaogul,
2023).

Vale destacar, no entanto, que além dos métodos extrativos, diversos fatores
influenciam na extragdo. Dentre eles, destacam-se o solvente e o material vegetal utilizado, o
tempo de extragdo, polaridade, temperatura e concentragdo do solvente, entre outros

(Lefebvre; Destandau; Lesellier, 2021; Mokrani; Madani, 2016; Tiwari et al., 2011).

3.2 TOXICIDADE

A utilizacdo de plantas medicinais cresceu ao longo dos anos devido a facilidade na
aquisicdo. Com 1isso, o uso indiscriminado tem sido elevado, pois nem todas as plantas

possuem comprovacdo cientifica, podendo ndo chegar a populagdo em forma de
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medicamento, podendo causar intoxicacdo e dificuldades no diagnéstico (Almeida;
Caramona, 2019; Santos et al., 2019).

Conforme a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2004), a toxicidade ¢
definida como uma propriedade inerente a substdncia que causa efeitos nocivos aos
organismos expostos durante um periodo, numa concentragdo especifica. Efeitos esses que
podem ser imobilidade, mortalidade, inibi¢do da reproducdo e reducdo do crescimento dos
organismos teste. A exposicdo as substancias de acdo tdxica por longos periodos pode
desencadear varios processos, como os citotoxicos € genotoxicos.

A incidéncia dos casos de internagdes por intoxicagdes por plantas estd diretamente
relacionada ao uso sem orientacdo, por indicagdo de um profissional sem conhecimento
especifico ou com base nos conhecimentos empiricos inadequados, sem fontes confidveis
(Moraes; Mezzomo; Oliveira, 2018). Segundo o Sinitox (2023), no periodo de 2015 a 2017,
foram identificados 3.020 casos de intoxicacdes por plantas, destes casos ocorreram 5 Obitos.
E essencial reconhecer que a utilizagio de produtos naturais requer a devida atengdo e
pesquisa, a fim de garantir sua seguranga e eficacia.

O estudo de substancias toxicas corrobora no campo cientifico, como o exemplo do
Tetrahidrocanabinol (THC) presente na Cannabis sativa L., o principal e mais potente
composto psicoativo da Cannabis. E responsavel pelo efeito intoxicante, mas tem efeito
medicinal, podendo ser utilizado como antiemético e anti-inflamatério, além de sua
capacidade para reduzir a dor neuropatica e cronica (Breijyeh et al., 2021). Assim, para a
utilizacdo segura de plantas medicinais, sdo necessarios testes que identifiquem substancias
que oferecam risco a saide humana e que acometem danos durante o ciclo celular (Frota et

al., 2019; Silva; Furtado; Damasceno, 2021).

3.2.1 Ciclo Celular

A teoria celular, formalizada em 1839 por Schleiden e Schwann, continua a ser o
alicerce da biologia celular moderna. Ela sustenta que todos os organismos sdo compostos por
unidades semelhantes, chamadas células. A divisdo celular, fundamental para a continuidade
da vida, visa transmitir a informagdo genética as células-filhas, envolvendo a duplicagdo do
material genético e sua subsequente segregacao entre as células-filhas (Chalamalasetty, 2006).

O ciclo celular ¢ um processo altamente regulado para garantir a fidelidade da
replicacdo de seu material genético, seguida de sua divisao entre duas células-filhas. Como

apresentado na Figura 3, este ciclo ¢ dividido, resumidamente, nas fases G1, S, G2 e M
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(Chalamalasetty, 2006; Silva et al., 2017). A interfase, a fase de sintese de DNA, ¢ o estagio

mais longo do ciclo celular, ¢ resumidamente composto pelas subfases (SRI, 2022):

e G1 (fase Gapl ou primeira lacuna): ¢ a fase de replicagdo pré-DNA, em que
ocorre a sintese de proteinas ¢ RNA.

e S (fase de sintese): nesta fase o material genético ¢é replicado para cada célula
filha ter uma copia completa do DNA.

o G2 (fase Gap2 ou segunda lacuna): ¢ a fase de preparagdo final para a
divisdo celular. Assim, ¢ a fase pos-replicacdo do DNA e estagio da interfase.

A sintese de RNA e proteina ocorre durante esta fase.

Figura 3: Ilustracdo esquematica das diferentes fases do ciclo celular. A interfase ¢ dividida
nas fases GI, S e G2. A fase M ¢ ainda dividida em mitose (divisdo nuclear) e citocinese
(divisdo citoplasmadtica), ¢ presente na citocinese vegetal o fragmoplasto e na animal o anel de
actina (setas).
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Fonte: adaptada de Alberts et al., 2017.

A fase M ¢ dividida em (Chalamalasetty, 2006, Silva et al., 2017): (i) mitose (divisao
nuclear) e (ii) citocinese (divisdo citoplasmatica) (Figura 3). Na mitose ¢ a etapa em que
ocorre a divisao celular propriamente dita. Nesta fase ocorre uma série de eventos, comec¢ando

com a quebra do envelope nuclear, condensacdo cromossdmica, alinhamento cromossémico,
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segregacdo das cromadtides irmads e reforma dos novos nucleos nas células-filhas
(Chalamalasetty, 2006; Silva et al., 2017).
A mitose ¢ composta por diferentes fases, sendo estas (Figura 3) (Mendonga;

Laurence, 2016; Sri, 2022):

e Proéfase: ¢ o segundo estagio da divisdo mitotica. Neste estagio, o aparecimento de
estruturas semelhantes a fios definidos nos ntcleos (microtibulos do fuso mitético) e
também os cromossomos tornam-se condensados;

o Metafase: ¢ o terceiro estdgio da divisdo mitdtica. Nesta fase ocorre o
desaparecimento do nucléolo, aparecimento das fibras do fuso, nas quais os
cromossomos estdo dispostos na placa equatorial. O estagio mais espesso € mais
curto dos cromossomos e, finalmente, os cromossomos serdo claramente visiveis na
metafase

e Anifase: ¢ o quarto estdgio da divisdo mitodtica, no qual as cromatides se separam
nos centrossomas de cada cromossomo e se movem em dire¢do aos polos opostos.

e Telofase: ¢ o ultimo estagio da divisao mitotica. Nesta fase, o nucléolo e a membrana
nuclear reaparecem e, finalmente, a placa celular divide a célula em duas

células-filhas.

A citocinese ocorre no final da telofase. Embora os conceitos basicos de divisdo
celular sejam conservados entre os eucariotos, 0s processos exatos envolvidos na citocinese
apresentam diferengas marcantes entre plantas e células animais, como apresentado na Figura
3 (Balasubramanian; Glotzer, 2004; Taiz et al., 2021). Isso se deve parcialmente a diferente
organizacao estrutural das células de diferentes organismos, como animais e plantas. Em
plantas, a divisao do citoplasma ocorre por meio da formagdo da chamada placa celular,
enquanto em animais, esse processo ¢ conhecido como clivagem, formando um sulco de
clivagem. Ao contrario da divisdo do citoplasma “de fora para dentro”, como ocorre em
animais e leveduras, nas células vegetais, ocorre “de dentro para fora”. Esse fendmeno ¢
proprio dos vegetais, caracterizado pelo particionamento do citoplasma pela formagao de uma
nova parede celular, denominada placa celular, entre as células-filhas. Essa distingdo na
citocinese destaca as adaptacdes Unicas existentes nos diferentes tipos celulares (Salanoubat et

al., 2000; Santos, 2023; Schleper; Jurgens; Jonuscheit, 2005).

3.2.2 Teste Allium cepa
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O estudo sobre mitose realizado por Levan (1938) foi de suma importancia para a
ciéncia, em seu estudo foi observado a toxicidade da colchicina em células do meristema da
raiz de cebolas (Levan, 1938). Tal teste ¢ denominado teste Allium cepa, o qual é um
bioindicador ideal para uma primeira avaliagdo da toxicidade de extratos, devido a sua
sensibilidade, rapidez e baixo custo (Da Silva ef al., 2023; Lessa; Silva; Cariello, 2017).

Como citado anteriormente sobre ciclo celular na Figura 3, além das semelhancas
morfologicas com as células de mamiferos, é importante ressaltar que as células vegetais
possuem um processo de divisdo celular altamente regulado, tornando o teste com Allium
cepa uma ferramenta valiosa para avaliar a toxicidade de substincias (Bonciu ef al., 2018).
Alias, o grande tamanho do genoma (>15.000 Mbp) e o baixo nimero de cromossomos
(2n=16) nas células de Allium cepa contribuem para uma maior sensibilidade do teste,
permitindo a detec¢do de danos genéticos com maior precisdo (Firbas; Amon, 2014). Essas
caracteristicas, combinadas com a facilidade de cultivo e a rapida taxa de divisdo celular das
raizes de Allium cepa, fazem deste organismo um modelo amplamente utilizado em estudos
de toxicidade. Assim, a eficacia do teste com Allium cepa ¢ reforgada ndo apenas pelas
semelhancas morfologicas com as células de mamiferos (Figura 3), mas também pela robustez
e sensibilidade do sistema, proporcionando resultados confiaveis e relevantes para a avaliagao
do potencial toxico de substancias em estudo.

Esse teste utiliza raizes de cebola como um indicador sensivel para detectar alteragdes
genéticas em resposta a exposicao de substancias quimicas (Lessa; Da Silva; Cariello, 2017).
Assim, avalia alteracdes na divisao celular, determinando a toxicidade, como os efeitos
citotoxicos, genotoxicos € mutagénicos de um composto quimico em raizes de cebolas (Da
Silva et al., 2023; Parvan et al., 2020). Essas caracteristicas permitem facil analise de
diferentes parametros, como o IM, microntcleos e aberragdes cromossdmicas (incluindo
c-mitose, botdes, pontes e fragmentos) (Camilo-Cotrim et al., 2022; Felisbino et al., 2018;
Gupta; Meuwly, 2012; Ragazzo et al., 2017).

A citotoxicidade ¢ considerada o potencial que um determinado composto apresenta
para induzir a morte celular (Nerdy et al., 2021; Riss et al., 2019). A citotoxicidade permite
identificar substancias que apresentam efeitos toxicos indesejaveis, ajudando a orientar o
desenvolvimento de novas terapias e intervengdes mais seguras e eficazes. Os ensaios de
citotoxicidade sao muitas vezes caros, ¢ hd falta de um procedimento de triagem simples e

rapido (Iancu et al., 2021; Rajabi et al., 2015).
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A citotoxicidade pode ser avaliada através do indice mitdtico, ja que € o indicador de
proliferagao adequada das células. O método mais simples e classico para medir o IM ¢ a
contagem manual de células mitdticas entre uma determinada populacdo celular de interesse.
Isso pode ser realizado através da observacao por microscopio de contraste de fase (Kato;
Haskins, 2022). Assim, o IM ¢ calculado por meio da razdo entre o numero de células de uma
populagdo em varios estdgios da mitose e o niumero total de células examinadas.

A genotoxicidade descreve a capacidade dos compostos em afetar a estrutura do DNA
ou o aparelho celular e topoisomerases, responsaveis pela fidelidade do genoma (Barbezan,
2017). As substancias genotoxicas causam mudancas quimicas no DNA e alteram a
estabilidade de processos celulares, particularmente a divisdo celular, e seus efeitos sao
detectados principalmente por meio de mudangas no crescimento € na reprodugdo dos
organismos vivos (Dilisman et al., 2012). Os efeitos genotdxicos no DNA nem sempre estao
relacionados com mutagdes (Barbezan, 2017; Eastmond et al., 2009). As alteracdes
indicativas de genotoxicidade sdo, principalmente, a incidéncia de mutagdes cromossomicas,
como quebras cromatidicas, perdas de cromossomos inteiros ou a formagao de micronucleos,
dentre outros (Carvalho, 2018).

A mutagenicidade se refere ao aparecimento de micronucleos, que sdo pequenos
corpos da membrana citoplasmatica que transportam fragmentos ou até mesmo um
cromossomo inteiro, resultantes de uma falha na anafase, e que se formam quando as células
sdo expostas a uma substancia teste. Os testes de mutagenicidade sdo cruciais para determinar
um aspecto vital na seguranca alimentar, sendo fundamentais para fornecer informagdes aos
potenciais consumidores, especialmente no caso de plantas medicinais (Soni; Langan, 2018).
Esses testes permitem avaliar os riscos potenciais decorrentes do consumo de determinadas
substancias, permitindo uma analise mais aprofundada dos efeitos genéticos e celulares.

E importante destacar que as plantas medicinais que possuem substancias citotoxicas
podem ser utilizadas como alternativa ao tratamento do cancer. Como exemplo, tem-se a
familia Covolvulaceae, que possui alta citotoxicidade em células HeLa (tipo de célula imortal
usada em pesquisas cientificas), nos extrato cloroféormio, etandlico e metanolico
(Sadeghi-Aliabadi; Ghasemi; Kohi, 2009). Essa familia também ¢ eficaz na cessacdo da
divisdo celular no estagio de metafase da mitose em células hepaticas de camundongos (Zenia
T.A; Hade, 2011), além de apresentar efeitos antiproliferativos e antimetastaticos em células
de cancer colorretal humano, tanto in vitro quanto in vivo (Li; Mu; Deng, 2013). Assim ¢

considerada uma importante planta candidata para quimioterapia devido a sua seguranca € nao
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toxicidade (Atta; Mouneir, 2004). Além disso, segundo Tang, Hemm e Bertram (2003), o
alcaloide licorina, encontrado em membros da familia Amaryllidaceae, mostrou
citotoxicidade contra carcinoma pulmonar de grandes células. Esses sdo exemplos de como as
plantas medicinais podem fornecer a maioria dos medicamentos anticancer, ao serem uma rica

fonte de compostos terapéuticos aplicados como alternativa no tratamento de doengas.
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4. METODOLOGIA

Todos os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio BASE (Biotecnologia
Aplicada a Saude), situado na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no Centro
de Educagdo e Saude (CES), localizado em Cuité-Paraiba. A seguir, serdo detalhadas a
obtencdo da droga vegetal e a preparacdo dos extratos de Arrabidaea chica e Justicia

rubrobracteata e, em seguida, os detalhes do teste A/lium cepa e da analise estatistica.

4.1 OBTENCAO DA DROGA VEGETAL E PREPARACAO DOS EXTRATOS

O passo a passo da obtenc¢ao das folhas de Arrabidaea chica e Justicia rubrobracteata
e a preparacao dos extratos estd apresentado na Figura 4. A Arrabidaea chica foi encontrada
em uma loja de plantas localizada na cidade de Campina Grande, na Paraiba. A Justicia
rubrobracteata foi encontrada proxima a Universidade Federal de Campina Grande - Centro
de Educacao e Saude (UFCG-CES), em Cuité—PB, com coordenadas de 6°29'43.8"S
36°09'33.8"W, ap6s uma busca no Horto Florestal Olho D'dgua da Bica e nas suas
proximidades. Para ambas as plantas foram realizadas observacdes macroscopicas das folhas,
examinando-se aspectos como morfologia, composicdo, estrutura, nervagao, filotaxia, formato
da base, apice e margem foliar.

Como a Arrabidaea chica foi coletada em uma loja de plantas, ela pode ser
confundida com outras plantas. Por isso, realizou-se a andlise microscopica morfobotinica
utilizando-se amostras do peciolo para analise. Para a Arrabidaea chica realizou-se a
descricdo anatdmica das folhas, em seguida, a analise microscopica morfobotanica da
Arrabidaea chica, conforme Alves et al. (2010), foi desenvolvida devido a sua semelhanca
com outras espécies utilizando-se amostras do peciolo para analise. Para tal, foi utilizada uma
lamina de barbear para realizar os cortes transversais nessas amostras, as quais foram
submetidas a algumas gotas de cloral hidratado a 60% (agente clareador) e 4gua destilada em
um vidro de relégio. Apds o clareamento, as amostras foram coradas com Safranina para
evidenciar estruturas presentes na espécie.

Para obter a droga vegetal, o material foi submetido a lavagem com agua corrente.
Apos este procedimento, seguiu-se a secagem e desidratacdo por aproximadamente trés
semanas, a temperatura ambiente (sobre as bancadas do laboratorio, limpas e revestidas com

papel absorvente). As folhas desidratadas foram trituradas com um moinho de facas, com o
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intuito de reduzir as folhas a po, para que as substancias presentes nelas pudessem melhor

interagir com o solvente (dgua destilada) durante o processo de maceracao.

Figura 4: Passo a passo da obtengdo das folhas e da preparagdo dos extratos de Arrabidaea

chica e Justicia rubrobracteata.
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Fonte: propria, 2024.

Apos a trituracao das folhas, foram iniciadas as preparagdes dos extratos aquosos para
o teste Allium cepa. Para a Arrabidaea chica, os extratos foram obtidos por maceragao,
infusdo e decoccgao, em trés concentracdes distintas, sendo estas de 3, 6 e 12 (gramas de droga
vegetal para 100 mL de agua destilada). Na extracdo por decocgdo, a droga vegetal foi
colocada em um béquer com 100 mL de solvente extrator e levada para o banho-maria, por 15
minutos em ebulicdo. Para obtencdo dos extratos por infusdo, a droga vegetal foi colocada em
um béquer, ao qual se acrescentou 100 mL do solvente a 80 °C, deixando descansar tampado
por 15 minutos. No processo de maceracdo, adicionou-se a droga vegetal aos 100 mL do
solvente em temperatura ambiente. Para a Justicia rubrobracteata, os extratos aquosos foram
obtidos apenas por infusdo com agua destilada a 80 °C (Formighieri, 2020), em concentragdes
de 5, 7,5 e 10 g/100mL. Apds o tempo de sete dias, os extratos foram filtrados para retirar os
residuos vegetais.
Em um recipiente ambar, os extratos foram cobertos com papel aluminio e
acondicionados, em temperatura ambiente, em uma sala escura durante sete dias, evitando que
possiveis metabolitos fotossensiveis contidos na planta sofressem alteragdes estruturais, o que

pode culminar na sua inatividade.
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4.2 TESTE ALLIUM CEPA

O passo a passo da realizagdo do teste Allium cepa esta apresentado na Figura 5. A
analise laboratorial consistiu na preparagdao de bioensaio, no qual as raizes de cebola foram
analisadas a partir dos parametros microscopicos, quanto as alteragdes cromossomicas e o IM.
A metodologia do teste Allium cepa a ser utilizada serd a de Fiskesjo (1985), com

modificagdes.

Figura 5: Passo a passo da preparacdo dos extratos para o bioensaio utilizando o teste Allium

cepa.
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Fonte: propria, 2024.

Foram montados 4 grupos de analise no total, conforme apresentado na Tabela 2,
todos em quintuplicada, sendo um grupo de controle negativo (CN), cultivado em agua
destilada, um controle positivo (CP) com metamizol (dipirona) liquida (obtido
comercialmente em farmacias). Os grupos tratamentos (GT) se referem aos extratos de
Arrabidaea chica obtidos por maceragdo (Ay,.), infusdo (Ay,) e decocgdo (Ap,..), bem como

de Justicia rubrobracteata, obtidos por infusdo (Ji,y).
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Tabela 2: Resumo dos grupos de andlise planejados para a realizacdo desta pesquisa, dados
das concentragdes utilizadas e as siglas adotadas para a apresentagao dos resultados.

Grupos Substancia C(:g/cle ;g;:ﬁ?es Obtencao Siglas
Controle Negativo Agua destilada 100% - CN
Controle Positivo Metamizol 1,5 - Cp

Maceracao A

Arrabidaea chica 3,6e12 Infusio App

Tratamento (T) Decocgdo Apec
el 5,7,5¢ 10 Infusdo Tt

Fonte: Propria, 2024.

As cebolas utilizadas foram compradas na feira livre de Cuité-PB. Inicialmente, as
cebolas foram lavadas e retiradas a primeira camada de casca e as raizes secas.
Posteriormente, foram colocadas na &agua destilada por 48 horas, onde se iniciou o
crescimento das raizes. Apds dois a trés dias, os bulbos com raizes de cerca de 1 a 2 cm foram
selecionados para o experimento e, para o preparo das laminas, foram utilizadas de duas a trés
raizes de cada bulbo (Lima et al., 2023). Os bulbos quando atingiram cerca de 1-2 cm foram
adicionados aos extratos por 24 horas (Figura 6).

Em seguida, as raizes foram retiradas com auxilio de uma lamina de barbear e
imediatamente fixadas em solu¢ao Carnoy (etanol: acido acético 3:1), por 24h, a 4 °C, no
escuro. Para iniciar o preparo das laminas, as raizes foram lavadas em trés banhos de cinco
minutos cada, para retirar o fixador do material. Em seguida, foi realizada a hidrdlise 4cida
das raizes em solu¢do de HCI (1N), por dez minutos em temperatura ambiente, seguida de
banho com agua destilada a temperatura ambiente.

As raizes foram secas em um papel filtro e, em seguida, colocadas em uma placa de
Petri com auxilio de uma pinca. Com auxilio de uma pinga e lamina de barbear, foi
seccionada a regido meristematica, e levada para uma lamina. Foram acrescentadas as raizes
duas gotas do corante orceina acética a 2%, passou-se base de unha incolor nas extremidades
para auxiliar na fixacdo da laminula. Posteriormente, a laminula foi colocada onde o material
foi delicadamente pressionado com uma pinga, para distribuir o material seccionado e expor
as células para analise. O CN e o CP foram realizados seguindo a mesma metodologia dos

processos anteriores.
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Figura 6: (a) Bulbos de cebola em agua destilada, (b) crescimento das raizes, (c) medicao do
comprimento das raizes, (d) raizes em contato com os extratos de Arrabidaea chica.

Fonte: propria, 2024.

Para cada concentracdo de extrato foram utilizadas cinco cebolas e para cada cebola
foi feita uma lamina. Em cada lamina, foram contadas 250 células, totalizando 1.000 células
em cada extrato (Parvan et al., 2020). A porcentagem do IM foi obtido por meio do total de
células em divisdo (profases, metafases, anafases e teléfases) em cada 1.000 células

analisadas, utilizando a férmula (Parvan et al., 2020):

Numero de células em mitose
%IM = — x 100

Para a analise estatistica foram utilizados os dados sobre o IM, utilizando o ANOVA
do Excel, com os célculos estatisticos do teste f, e respectivos valores de significancia do

experimento comp < 0, 05 (Connelly, 2021).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Devido aos custos e efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos, muitas vezes
recorre-se a utilizacdo de chas, garrafadas e outras preparacdes naturais. Assim, por geragoes,
a humanidade explora o uso de plantas medicinais para tratar e prevenir doencas. Com o

avanco das pesquisas, a investigacdo das propriedades dessas plantas tem se expandido,
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fornecendo informacgdes cruciais para a descoberta de substancias com potencial terapéutico
(Silva; Furtado; Damasceno, 2021).

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios, que
frequentemente sao relacionados a mecanismos de protecao da planta contra predadores e
patdgenos. O potencial toxico ¢ especifico de cada planta e pode estar relacionado aos seus
constituintes fitoquimicos, sua atua¢do depende da dosagem, via de administragdo e tempo de
acdo, expressando um efeito farmacologico e/ou toxicologico (Lee et al., 2019; Pinheiro et
al., 2020).

As espécies toxicas sdo aquelas capazes de produzirem compostos que podem causar
alteragdes metabolicas prejudiciais a0 homem e aos animais. A toxicidade apresentada por
uma espécie vegetal pode estar relacionada a fatores associados ao individuo, a planta, ao
modo de exposicdo e a questdes ambientais. A intoxicagdo, seja aguda ou cronica, causada
por plantas ¢ complexa de ser diagnosticada. Além disso, a associacdo entre os sintomas € o
consumo e/ou contato com algumas espécies pode ser dificil de ser estabelecida. No ambito
da satde publica, as intoxicagdes causadas por plantas possuem impacto expressivo. As
analises do potencial citotoxico e genotoxico sdo fatores importantes para a investigacao das
aplicacdes terapéuticas das plantas, para assegurar que seus compostos ndo representam riscos

a saude humana em certas concentracdes (Frota et al., 2019).

5.1 ARRABIDAEA CHICA

Para a utilizacdo de produtos naturais de origem vegetal, ¢ necessario o controle de
qualidade farmacobotanico, comparando as especificagdes técnicas da espécie. Na andlise
morfobotanica, foi realizada a descrigdo anatomica das folhas jovens e maduras de
Arrabidaea chica, a partir de observagdes realizadas macroscopica e microscopicamente, a
partir de cortes histologicos, cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 7, 8 € 9.

Em toda a extensdo do peciolo, o colénquima ¢ encontrado subjacente a epiderme. O
parénquima cortical apresenta células com paredes delgadas, e pequenos compartimentos
(Figuras 8 e 9). Possui a presenca de feixes vasculares em toda a extensdo do peciolo com um
cilindro de fibras ocorrendo junto ao sistema vascular. Foram observados o floema, os
elementos de transporte e as células companheiras que ocorrem em grupos internos e
externos. O xilema estd situado entre os elementos do floema (Figuras 8 e 9). Entre o

esclerénquima e o floema externo, possui uma faixa de células parenquimaticas.
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As observagdes realizadas corroboram com os dados reportados na literatura
(Albuquerque, 1980; Almeida et al. 2018; Joly, 1993; Puhl et al., 2007; Vieira; Silva, 2002)

para a espécie analisada, tanto macro quanto microscopicamente, validando a identidade da

planta.

Figura 7: Folhas de Arrabidaea chica.

Fonte: propria, 2024.

Figura 8: Corte transversal do peciolo da Arrabidaea chica, evidenciando tricomas (seta).

N

Fonte: propria, 2024.
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Figura 9: Corte transversal do peciolo da Arrabidaea chica.

Fonte: propria, 2024.

Segundo Joly (1993), a Arrabidaea chica apresenta-se como uma liana lenhosa,
arbustiva ou arborea. Possui folhas compostas, bi ou trifolioladas, os seus foliolos sao glabros,
oblongos-lanceolados, com glandulas esparsas e com filotaxia tipo oposta distica. Sua
cuticula ¢ estriada e os estdmatos sdo anisociticos (Albuquerque, 1980; Vieira; Silva, 2002). O
caule apresenta estrutura reticulada de parénquima e esclerénquima, além de cristais
prismaticos na medula, como observado por Puhl et al. (2007).

Conforme a divisdo morfologica proposta por Almeida et al. (2018), podemos
observar, de forma macroscopica, que as folhas da Arrabidaea chica possuem uma coloracao
verde, sdo trifoliadas e apresentam formato lanceolado. O contorno do limbo ¢ liso, do tipo
membrandceo, com peciolo delgado e cilindrico. O limbo € composto, com nervagao do tipo
peninérvea. Cada folha possui o limbo dividido em trés foliolos, e cada um destes, por sua
vez, ¢ subdividido em trés folidlulos, especificamente neste caso, denominando-se a folha
como triternada. No plano transversal, a Arrabidaea chica apresenta, em toda sua extensao, o
peciolo com formato plano-convexo ou levemente concavo-convexo. A epiderme ¢
uniestratificada, contendo tricomas e dotada de cuticula delgada (Figuras 8 € 9). Observou-se
que os tricomas estdo distribuidos ao longo de toda a circunferéncia do peciolo, conforme

destacado por Puhl et al. (2007).

5.1.1 Analise do Extrato Aquoso

Nos extratos da Arrabidaea chica (Figura 9) pode-se observar uma coloracao
vermelho-escura caracteristica desta planta, devido a presenca de pigmentos flavonicos, como

a carajurina e carajurona (Alves et al., 2010; Grenand et al., 2018). Segundo Silva-Silva et al.
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(2021), a carajurina € o principal composto antocianidinico e o principal marcador biologico
da Arrabidaea chica. As antocianidinas apresentam intimeras atividades e diversidades na
natureza. Esses flavonoides constituem um grupo de pigmentos soluveis em agua, sendo
responsaveis por uma larga escala de cores que englobam azul, laranja, vermelho e roxo
(Albuquerque, 2017). Essas cores podem variar conforme as condi¢des intrinsecas, como a
temperatura, o pH e a presenca de oxigénio (Albuquerque, 2017). Além disso, como algumas
substancias sdo termolabeis e/ou podem sofrer modificagdes estruturais irreversiveis em altas
temperaturas, ¢ importante utilizar diferentes métodos extrativos (Yamini et al., 2008).

Na Figura 10 se observam coloragdes com diferentes intensidades nos extratos de
Arrabidaea chica. Um dos fatores responsdveis pela variacdo na coloragdo dos extratos e na
estabilidade quimica das antocianinas ¢ o pH (Lopes et al., 2007). Em solugdes acidas, a
antocianina ¢ comumente vermelha, contudo, a intensidade da cor diminui com o aumento do
pH (Lopes et al. 2007). Os extratos por maceracao (12g/100mL) e infusdo (12g/100mL)
apresentaram pH = 6. Os extratos por infusao (3 e 6g/100mL) e maceragao (3 e 6g/100mL)
apresentaram pH = 5, enquanto por decocgdo (3, 6 e 12g/100mL) o pH = 4. Apesar da acidez
do extrato de Arrabidaea chica, estudos experimentais ndo evidenciaram sinal clinico ou
histopatologico de toxicidade do extrato na mucosa gastrica, na pleura ou em feridas abertas,
saturadas e queimaduras (Oliveira ef al., 2009).

Dessa forma, os trés extratos obtidos por decocg¢do apresentaram o pH mais acido,
bem como uma coloragdo mais escura que os obtidos por maceracao ou infusdo. Isso ocorreu
pela diferenca na temperatura da extracdo, a qual ¢ maior na decoc¢do, fazendo com que
fossem extraidas mais antocianinas, justificando a coloragdo mais escura.

Por meio do teste Allium cepa, é possivel avaliar aberragcdes cromossomicas, formagao
de micronucleo e alteragdes no ciclo mitético (Santos et al., 2020). O conhecimento dos
resultados analisados no teste Allium cepa, especialmente nas plantas medicinais por meio da
analise do ciclo celular, serve como um indicativo de seguranga para a populagdo que utiliza
como alternativa de cuidados para a satde (Pesnya; Romanovsky, 2013). No processo de
mitose, as novas células formadas possuem o mesmo nimero de cromossomos que a célula de
origem (Figura 3). O ciclo celular envolve as fases (Figura 11): interfase, profase, metafase,

anafase e tel6fase (Mendonca; Laurence, 2016).
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Figura 10: Extratos de Arrabidaea chica obtidos por diferentes métodos de extragdo e
solventes. Extratos obtidos por maceragdo (A,.), infusdo (Ay,) e decoccao (Ap.) em uma
concentragdo de 3g/100mL, 6g/100mL e 12g/100mL de droga vegetal para 100mL de agua
destilada.

T
3g 6g 12¢g

Fonte: propria, 2024.

Na Figura 11, estdo apresentadas a formagdo de microntcleo e algumas aberragdes
cromossomicas observadas na analise com o CP, como anafase com quebra cromossdmica,
anafase com ponte cromossomica, telofase com cromossomo retardatario, dentre outras. Tais
observagdes demonstram que o metamizol apresenta efeito genotoxico e mutagénico, como
evidenciado por Rego et al. (2015). Contudo, nao foram observadas aberragoes
cromossdmicas nos extratos de Arrabidaea chica, indicando que tais extratos nao apresentam
atividade mutagénica e genotoxica, indicando que o extrato € geneticamente seguro. A
auséncia de genotoxicidade e mutagenicidade nos extratos dessa planta ja foi evidenciada em
outros trabalhos realizados por outras técnicas (Cappelari et al. 2007; Dos Santos et al.,
2013). Dos Santos et al. (2013), por exemplo, realizaram tais estudos de toxicidade
pré-clinica com extrato de Arrabidaea chica avaliado pelo teste de Salmonella e teste de
micronucleo in vivo da medula dssea de camundongos.

A porcentagem do IM obtido para os diferentes tratamentos esta presente na Tabela 3.
O IM do CP foi maior que o do CN, corroborando com os resultados de Neves et al. (2022), o
qual identificou que o metamizol resulta em um maior IM frente a agua destilada. Para os
extratos de Arrabidaea chica obtidos por maceracao, Ay, infusdo, Ay € decoccao, Ap.,
houve uma diminui¢do do IM em relagdo ao CN. Isso indica que os extratos de Arrabidaea
chica apresentam atividade citotdxica/antiproliferativa.

Um IM significativamente menor que o controle indica uma alteracao direta no DNA
da célula (Oyeyemi et al. (2015). Essa reducdo na atividade mitdtica pode ser ocasionada pelo

bloqueio do ciclo celular mitotico durante a interfase, inibicdo da sintese de proteinas
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nucleares essenciais para a sequéncia mitdtica normal, supressdo da sintese de DNA ou
mudancga na duragao relativa dos estagios mitdticos (Mercado; Calefio, 2020).

A diminui¢do no IM foi maior para os extratos obtidos por infusao (A, com 6 e 12
g/100 mL, e para os trés extratos obtidos por decoc¢do (Ap.). Isso pode indicar que estes
apresentam, em média, maior citotoxicidade do que os extratos obtidos por maceracao.
Contudo, na andlise estatistica, ndo foram observadas diferencas significativas entre o IM das
concentragdes e entre os extratos e os controles, pois Fyeuado < Feritico © Peatcutado > 0,05. Os
resultados sdo considerados estatisticamente significativos quando o valor de p € menor que
0,05 (o nivel de significancia escolhido) e quando o valor calculado de F ¢ maior que o valor

critico de /" para um intervalo de confianca de 95% (Connelly, 2021).

Figura 11: Interfase, profase, metafase, anafase e telofase, no controle negativo (CN).
Interfase Profase Metafase Anafase Telofase

Fonte: propria, 2024.

Figura 12: Alteracdes celulares observadas pela analise de células meristematicas de raizes
de Allium cepa no controle positivo (CP). (a) Anafase com quebra cromossomica, (b) Anafase
com ponte cromossdmica, (c) Teléfase com cromossomo retardatario, (d) Metafase com
aderéncia cromossdmica e cromossomo fora da placa, (e) Metafase com aderéncia
cromossomica (f)-(g) Metafase com cromossomos isolados, (h) Profase com micronticleo
(seta).

Fonte: propria, 2024.
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Tabela 3: Porcentagem do IM em diferentes fases nos tratamentos dos extratos de Arrabidaea
chica obtidos por maceragdo (Ayy.), infusdo (A e decoccdo (Ap.). CN e CP sdo os
controles negativo e positivo, respectivamente.

CN CP AMac Alnf ADec

g/100mL | 0,0 1,5 30 6,0 12,0] 3,0 6,0 12,0 3,0 6,0 12,0

%IM 73,5 | 77,8 653 62,6 64,0| 70,0 56,1 60,1| 61,2 61,3 61,1

Fonte: propria, 2024.

Diversos testes de toxicidade dos extratos da Arrabidaea chica ja foram realizados e,
na maioria, identificou-se que a toxicidade e citotoxicidade ¢ baixa, nao havendo sinal clinico
ou histopatoldgico do efeito toxico do extrato na mucosa gastrica, na pleura ou em feridas
abertas e saturadas, e queimaduras em humanos (Ferreira ef al., 2013). Recentemente, Farias
et al. (2022) avaliaram o potencial regenerativo de extratos de Arrabidaea chica por meio de
testes in vitro e in vivo em fibroblastos e observaram que amostras apresentaram
citotoxicidade nas concentragdes testadas. Ribeiro et al. (2012) relataram a auséncia de
toxicidade nos extratos da Arrabidaea chica ¢ redugdo no crescimento tumoral so6lido em
camundongos. Cartagenes (2010), pesquisando também em camundongos, evidenciou a
auséncia de toxicidade por meio dos resultados encontrados tanto em tratamento agudo
quanto cronico. Dentre os metabolitos secundarios presentes na Arrabidaea chica, os
flavonoides e os taninos ja demonstraram agdes citotoxicas contra células cancerigenas (Liu;
Jiang; Xie, 2010). Siraichi et al. (2013) observou que o aumento de espécies reativas de
oxigénio pode induzir a proliferacdo de tumores, a atividade antioxidante apresentada pelo
extrato de Arrabidaea chica pode justificar seus efeitos antiproliferativos e representar uma
vantagem de sua utilizacdo para essa finalidade. Assim, em testes de toxicidade realizados
com ratos, relatou-se também a seguranca da utilizacdo do extrato da Arrabidaea chica na
pele e mucosa (Siraichi ef al., 2013) e na administragdo oral (Mafioleti et al., 2013). Mafioleti
et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade de extrato hidroetanolico das folhas de Arrabidaea
chica e obtiveram um ICs, > 200 pg/mL, indicando baixa toxicidade celular. Os resultados
dos autores em ensaios de toxicidade in vivo e in vitro indicam ser aparentemente seguros.
Dessa forma, os estudos realizados até agora indicam que o extrato de Arrabidaea chica ¢

seguro para a utilizagdo em pessoas e animais.
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Todavia, Do Amaral et al. (2012) utilizaram outros métodos com alguns extratos da
Arrabidaea chica com etanol, n-butanol e hexano, e observaram que nenhuma das amostras
analisadas apresentou citotoxicidade. Além disso, algumas espécies do género Arrabidaea,
como Arrabidaea bilabiata e Arrabidaea japurensis, ja demonstraram efeitos toxicos,
acarretando a morte subita de animais (Lima et al., 2016; Tokarnia et al., 2004).

Como citado anteriormente, a capacidade antiproliferativa/citotoxica das plantas
medicinais esta relacionada com os medicamentos antineopldsicos, uma vez que o mecanismo
de inibi¢do da divisdo celular ¢ a chave para bloquear a proliferagdo descontrolada das células
cancerosas (Breijyeh et al., 2021; Hister et al., 2017). Com esses resultados ¢ possivel
delinear novas linhas de pesquisa para testes mais apurados do potencial antineopldsico do
extrato da espécie escolhida, com boas perspectivas para sua futura aplicagdo biotecnoldgica.
A importancia da descoberta desse tipo de principio ativo ¢ universal e pode causar grande
impacto na comunidade cientifica.

Dessa forma, os testes realizados neste trabalho permitiram confirmar a evidéncia de
que a Arrabidaea chica ndo tem efeitos genotoxicos e mutagénicos, mas tem efeitos
citotoxicos. Tais resultados corroboram os de outros trabalhos realizados por outros métodos.
Vale destacar que at¢é o momento ndo foram relatados testes A/lium cepa com a Arrabidaea
chica. Assim, os resultados obtidos neste trabalho utilizando tal teste sdo uteis para a
populagdo, ao potencializar os beneficios da utilizacdo dessa planta e indicam que tem

potencial para ser utilizada no tratamento de diversas enfermidades, como o cancer.

5.2 JUSTICIA RUBROBRACTEATA

Para confirmar que a planta coletada era a Justicia rubrobracteata, por ser uma planta
da regiao (Cuité-PB), foi utilizado o estudo de Alcantara et al. (2020), os quais realizaram
uma descrigdo anatdmica dessa planta. As comparagdes morfoldgicas indicaram que a planta

coletada era, de fato, a Justicia rubrobracteata (Figura 13).
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Figura 13: Justicia rubrobracteata.

Fonte: propria, 2024.

Como se pode observar na Tabela 3, para os extratos de Arrabidaea chica, os trés
diferentes métodos de extragdo proporcionaram as mesmas interpretagdes. Por isso, para a
Justicia rubrobracteata s6 foi testado um método de extragdo, sendo este a infusdo. Tal
método de extragdao foi escolhido devido aos chas utilizados na medicina tradicional serem
obtidos por meio deste procedimento.

Na Figura 14 estdo apresentados os extratos aquosos, obtidos por infusdo, nas
concentragdes de 5, 7,5, 10 g/100mL. Pode-se observar que conforme se diminui a
concentragdo, a coloragdo do extrato se torna mais clara, ou seja, o extrato com 10g/100mL
apresenta uma coloragdo marrom mais escura. O extrato na concentracdo de 5g/100mL
apresentou um pH igual a 5, enquanto os extratos com 7,5 e 10 g/100mL apresentaram pH
igual a 4. Isso indica que os extratos de Justicia rubrobracteata sao 4cidos e, em geral, quanto

maior a concentragdo, mais acido o extrato.
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Figura 14: Extratos aquosos de Justicia rubrobracteata obtidos por infusdo, nas
concentragdes de 5, 7,5 e 10 g/100mL.

10,0g 7,5g 5,09

Fonte: propria, 2024.

Ao examinar microscopicamente as laminas e embasando-se teoricamente, foi
realizada a analise e o registro dos resultados dos tratamentos realizados nos bulbos de A//ium
cepa na Tabela 4. Sobre as fases da mitose, ndo houve dados significativos quanto as divisoes
celulares, pois o maior nimero de células estava em interfase. Resultados similares ja foram
obtidos em outro estudo realizado por Ancia e Romao (2016), com extratos de outra planta.
Esses resultados mostram que as concentragdes utilizadas nos extratos de Justicia
rubrobracteata inibiram o nimero de células em divisao. Estudos realizados por Sheng et al.
(1998) com células tumorais tratadas com os extratos de Uncaria tomentosa mostraram que as
atividades antitumorais desse extrato foi um dos fatores possiveis pela ndo ocorréncia de

divisOes celulares.

Tabela 4: Porcentagem do IM em diferentes fases nos tratamentos dos extratos de Justicia
rubrobracteata, obtidos por infusao (J,) em diferentes concentragdes. CN e CP sao os
controles negativo e positivo, respectivamente.

Analises CN CP Jins
g/100mL 0,0 1,5 5,0 7,5 10,0
%IM 74,1 78,1 3,7 3,0 1,8

Fonte: propria, 2024.
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Na Tabela 4 também pode-se observar uma reducao significativa no IM dos trés
extratos, Ji,, comparados ao CN. Esses dados sugerem a presenga de substancias que causam
citotoxicidade presentes nos extratos da Justicia rubrobracteata. Quanto maior a
concentragdo do extrato, maior a diminuicdo no IM, ou seja, mais citotoxico o extrato de
Justicia rubrobracteata se torna. Vale destacar que a diminui¢do no IM comparado ao CN foi
maior para os extratos da Justicia rubrobracteata do que para os extratos da Arrabidaea
chica.

Os resultados da analise estatistica mostram ndo haver diferencas significativas na
divisdo celular das trés concentragdes estudadas, pois o valor de p > 0,05¢

< F . Contudo, foram observadas diferencas significativas entre o IM do CN e
calculado critico

dos extratos da Justicia rubrobracteata. Como discutido anteriormente, os resultados sao
considerados  estatisticamente  significativos quando o valor de p < 0,05e¢

para um intervalo de confianga de 95% (Connelly, 2021).

calculado > Fcritico
Diferentemente dos extratos de Arrabidaea chica, nos trés extratos de Justicia
rubrobracteata foram observadas muitas aberracdes cromossOmicas, cujas imagens estao
presentes na Figura 15. Assim, foram encontradas células com botdo nuclear, lesdo nuclear,
células com nucleo fragmentado e corpos apoptoticos e alteragdes morfoldgicas das células,
ruptura nuclear e nucleo alongado. A presenca de aberracdes cromossdmicas ¢ um indicativo
de que os extratos de Justicia rubrobracteata sdao genotéxicos. Em geral, quanto maior a
concentragdo do extrato, mais aberragcdes cromossomicas foram observadas. Ou seja, o extrato
com maior nimero de aberragdes cromossdmicas foi o de 10 g/100mL, enquanto o extrato
com 5 g/100mL apresentou o menor nimero de aberragdes. O extrato com 7,5 g/100mL
apresentou muito mais aberragdes que o extrato com 5 g/100mL, mas menos que o extrato

com 10 g/100mL.
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Figura 15: Aberragdes cromossdmicas presentes nos extratos de Justicia rubrobracteata: (a)
células com botdo nuclear (seta); (b) lesdo nuclear (seta); (c) células com nucleo fragmentado
e corpos apoptoticos e alteragdes morfologicas das células; (d) ruptura nuclear (seta); (e)
nucleo alongado (seta).

'

\.'w.‘ b

Fonte: propria, 2024.

Segundo Eastmond et al. (2009), o método de aberracdo cromossdmica em raizes de
Allium cepa € validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e
pelo Programa das Nag¢des Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), como um teste eficiente
para analise ¢ monitoramento da genotoxicidade de substancias (Lubini et al., 2008; Silva et
al., 2004). Plantas com anormalidades podem transferir composi¢do genética alterada para
seus descendentes e para humanos quando consumidas como alimento (Sabeen et al., 2020).
Virias sdo as repercussdes dos dados aqui obtidos que permitirdo novas pesquisas na area,
com a mesma planta ou plantas diversas do bioma Caatinga, para definir sua melhor atuagado

frente aos mecanismos celulares e sua possivel aplicacio biotecnologica como farmaco.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa realizada proporcionou uma analise da toxicidade associada ao uso de
plantas presentes no Brasil, com uma atencdo particular voltada para a Arrabidaea chica e a
Justicia rubrobracteata, utilizando o sistema teste Allium cepa. Neste contexto, ¢ importante
destacar que o consumo dessas plantas muitas vezes ocorre sem embasamento cientifico que
respalde sua eficacia e seguranca. Embora se observe uma tendéncia de menor toxicidade nos
fitoterapicos frente aos medicamentos alopaticos, € necessario reconhecer que ainda ha
potenciais riscos a saude associados a esses produtos naturais.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcaram as evidéncias da atividade
antiproliferativa/citotoxico, indicada pela diminui¢do do Indice Mitético, nos extratos da
Arrabidaea chica, através do teste Allium cepa. Também nao foram observadas aberragdes
cromossdmicas nos extratos de Arrabidaea chica, indicando a auséncia de efeitos genotoxicos
ou mutagénicos. Os diversos efeitos da Arrabidaea chica se dao devido a presenca de varios
constituintes quimicos em sua composi¢ao. Tais resultados mostram que a Arrabidaea chica é
segura para ser administrada, tornando ainda mais ampla a utilizagdo desta planta,
principalmente para o tratamento do cancer.

Neste trabalho, também foi evidenciado que, diferentemente da Arrabidaea chica, os
extratos de Justicia rubrobracteata sdao genotdxicos ao serem observadas alteracdes
cromossomicas nas células analisadas. Nao foi observado atividade mutagénica devido a
auséncia de micronucleos. Também se identificou a presenca de atividades citotoxicas nos
extratos de Justicia rubrobracteata, no qual foi muito maior que a observada na Arrabidaea
chica. Nao houve dados significativos quanto as divisdes celulares, pois 0 maior nimero de
c¢lulas estava em interfase, ou seja, ndo iniciaram o processo de mitose, mostrando que os
extratos inibiram significativamente a divisdo celular. Portanto, os resultados obtidos nesta
pesquisa foram satisfatorios, visto que esta foi a primeira analise publicada atualmente na
literatura sobre a toxicidade celular da Justicia rubrobracteata. Todavia, sdo necessarios
estudos adicionais sobre a toxicidade para garantir uma compreensdo abrangente das
propriedades citotoxicas, genotdxicas, mutagénicas e medicinais desta planta.

A conscientizacdo acerca dos possiveis efeitos toxicos das plantas medicinais ¢
fundamental, promovendo um consumo embasado em evidéncias cientificas. Embora os

fitoterapicos geralmente apresentem menor toxicidade em comparagdo com medicamentos
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alopaticos, € necessario reconhecer os riscos associados ao uso desses produtos naturais. Esta
pesquisa destaca ndo apenas os resultados obtidos, mas também ressalta a importancia de
futuras investigacdes, visando fortalecer a compreensdo dessas plantas especificas e fornecer
orientagdes mais amplas sobre o uso seguro de plantas medicinais na medicina tradicional.
Portanto, as descobertas realizadas neste trabalho sobre extratos de Arrabidaea chica e
Justicia rubrobracteata abrem novas perspectivas para a aplicagdo biotecnoldgica destes no
tratamento de diversas enfermidades, incluindo céancer. Por isso, pretende-se ampliar ainda
mais as divulgagdes cientificas sobre esta planta e realizar mais estudos que confirmem o seu

uso seguro.
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