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Resumo: A flores de Hibiscus sabdariffa, o hibisco, sdo utilizadas na prevencédo e trata-
mento de diversas enfermidades. Comercialmente, tais flores sdo encontradas nas formas
in natura, recomendadas para uso na forma de cha, e industrializada, como produto
farmacéutico acrescido de aditivos excipientes. Objetivou-se avaliar neste estudo, em
células meristematicas de raizes de Allium cepa, nos tempos de exposicdo 24 e 48 ho-
ras, o potencial citotéxico e genotdxico de flores de hibisco em chd, nas concentragGes
0,10; 0,20 e 0,40 mg/ml; e industrializadas, provenientes de dois diferentes laboratérios
farmacéuticos, denominados aqui de A e B, nas concentrag¢des 0,15; 0,30 e 0,60 mg/ml.
As trés concentragdes de cha ndo foram toxicas as células meristematicas. Porém, as trés
concentragbes dos produtos LF B e LF A foram citotoxicas e genotdxicas, respectivamente,
aos meristemas de raizes. Portanto, houve diferenca de toxicidade celular entre os hibiscos
in natura e os hibiscos industrializados.

Palavras-chave: hibisco; excipientes; divisdo celular; alteragdes celulares; tecido
meristematico.

Abstract: The flowers of Hibiscus sabdariffa, the hibiscus, are used in the prevention and
treatment of various diseases. Commercially, such flowers are found in the forms in natura,
recommended for use in the form of tea, and industrialized, as a pharmaceutical product
plus excipients additives. It was intended to evaluate in this study, in meristematic cells
of roots of Allium cepa, in the times of exposure 24 and 48 hours, the potential cytotoxic
and genotoxic of hibiscus flowers in tea, in the concentrations 0.10; 0.20 and 0.40 mg/
ml; and industrialised, from two different pharmaceutical laboratories, referred to here
as A and B, at concentrations 0.15; 0.30 and 0.60 mg/ml. The three concentrations of tea
were not toxic to the meristematic cells. However, the three concentrations of the LF B and
LF A products have been cytotoxic and genotoxic respectively to the meristem of roots.
Therefore, there was a difference in cellular toxicity between hibiscus in Natura and the
industrialized hibiscus.

Keywords: hibisco; excipients; cell division; cellular alterations; meristematic tissue.

Resumen: Las flores de Hibiscus sabdariffa, el hibisco, se utilizan en la prevencién y el
tratamiento de diversas enfermedades. Comercialmente, estas flores se encuentran en
las formas en natura, recomendadas para su uso en forma de té, e industrializadas, como
producto farmacéutico mas aditivos excipientes. Se pretendié evaluar en este estudio, en
células meristematicas de raices de Allium cepa, en los tiempos de exposicion 24y 48 horas,
el potencial citotoxico y genotoxico de flores de hibisco en el té, en las concentraciones
0,10; 0,20 y 0,40 mg/ml; e industrializado, a partir de dos laboratorios farmacéuticos di-
ferentes, referidos aqui como a y B, a concentraciones 0,15; 0,30 y 0,60 mg/ml. Las tres
concentraciones de té no eran toxicas para las células meristematicas. Sin embargo, las
tres concentraciones de los productos LF B y LF A han sido citotdxicas y genotodxico res-
pectivamente a la meristemo de raices. Por lo tanto, hubo una diferencia en la toxicidad
celular entre hibisco en naturay el hibisco industrializado.

Palabras clave: hibisco; excipientes; division celular; alteraciones celulares; tejido
meristematico.
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comparagdo da toxicidade entre as formas analisadas da planta

1 INTRODUCAO

A Hibiscus sabdariffa L., pertencente a Familia Malvaceae, planta ori-
ginaria da India, Sud3o e Malasia, é conhecida popularmente no Brasil como
hibisco, azedinha, azeda-da-guiné, caruru-azedo e vinagreira. Essa planta
é classificada como um arbusto perene com, em média 3m de altura. Na
medicina, suas flores sdo amplamente utilizadas como diurético, antimicro-
biano e antioxidante e para o tratamento de desordens gastrointestinais,
bem como de infecgdes hepaticas.

As flores de hibisco sdo constituidas por altas concentragdes de com-
postos fendlicos, dcidos organicos, esteroides, terpenoides, polissacarideos
e minerais. Dentre os compostos fendlicos reportados na literatura, as
antocianinas glicosiladas sdo as mais abundantes e também os principais
constituintes biologicamente ativos dessa planta. Tais flores configuram-se
entre os fitoterapicos mais consumidos no Brasil, sendo utilizadas na forma
in natura, no qual sdo encontradas em ervanarios e hortos medicinais, e na
formaindustrializada, caracterizada como produto farmacéutico oriundo de
diferentes laboratdrios farmacéuticos.

Como procedimento padrdo, produtos farmacéuticos naturais, como
as flores de hibisco, durante a industrializacdo sdo aditivados por compostos
guimicos excipientes, que sdo microingredientes inativos destituidos de
atividades terapéuticas e adicionados intencionalmente. Esses ingredien-
tes tém a finalidade de tornar, entre outras caracteristicas, medicamentos
palatdveis e protegidos da acdo de microrganismos. Dentre os aditivos
excipientes extensivamente utilizados pelos laboratérios farmacéuticos,
estdo os conservantes, corantes, aromatizantes, edulcorantes, espessantes,
emulsificantes e estabilizantes. A escolha de um excipiente, bem como sua
concentracdo, para um mesmo produto farmacéutico, natural ou sintético,
varia conforme a indUstria farmacéutica que o produz.

No entanto Agéncia de Vigilancia Sanitaria, em seus regulamentos
técnicos, declara que os excipientes de acdo aromatizante, edulcorantes,
antiumectante e acidulantes, apesar de liberados para uso, suscitam uma
série de duvidas quanto aos seus potenciais efeitos citotoxicos, genotdxicos
e mutagénicos. Destaca, ainda, a relevancia e preméncia na realizacdo de
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pesquisas que avaliem os efeitos citotdxicos e genotoxicos de produtos

aditivados por tais microingredientes artificiais. Os efeitos adversos obser-

vados a partir dessas avaliagdes sdo de grande relevancia, uma vez que sao

importantes parametros na elaboracdo e/ou modificacdo de documentos
gue normatizam o uso de excipientes pelas indUstrias.

Os bioensaios vegetais sdo considerados apropriadamente sen-
siveis e simples no monitoramento dos efeitos toxicos em nivel celular
de compostos quimicos. Dentre eles, os meristemas de raizes de Allium
cepa L. sdo considerados, no meio cientifico, um eficiente ensaio para o
screnning inicial da toxicidade genética de compostos quimicos em razao
de apresentarem numero cromossdmico reduzido, o que favorece a de-
teccdo de alteracdes de fuso mitético ou aneugénicas, e de distlrbios no
indice proliferacdo celular. Ademais, € um sistema aceito internacional-
mente por agéncias de pesquisa como um instrumento de avaliagdo de
acurada sensibilidade para analise da citotoxicidade e genotoxicidade de
substdncia de interesse econdmico e/ou social, como extratos de plantas,
aditivos excipientes e medicamentos sintéticos, uma vez que os resultados
obtidos por intermédio dele demonstram, em grande parte das vezes,
similaridade satisfatoria aquelas obtidas via sistemas testes animal e em
culturas de células.

Assim, com base no contexto abordado, foram objetivos do presente
estudo avaliar, de modo preliminar, por meio das células meristemati-
cas de raizes de A. cepa, o potencial citotdxico e genotdxico de flores de
H. sabdariffa nas formas in natura e industrializadas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao e definicdo das concentragdes para avaliagao de Hibisco
sabdariffa, in natura e industrializados

A flores de Hibisco sabdariffa (Familia Malvaceae) in natura foram
obtidas em ervanario localizado na cidade de Teresina, Piaui Brasil, es-
pecializado na comercializacdo de produtos naturais. Nas formas indus-
trializadas, as flores de hibisco em po, foram adquiridas em farmacia do
municipio de Teresina, Piaui, Brasil, representante de uma rede nacional
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de drogarias. Os produtos industrializados, oriundos de dois diferentes
laboratdrios farmacéuticos (LF), foram discriminados na presente pesquisa
como A e B.

Para a determinacdo das concentracdes de hibisco a serem analisadas
guanto a toxicidade em nivel celular, utilizou-se como parametro de defi-
nicdo a forma de preparo e ingestdo indicada nos rétulos de cada produto,
in natura e industrializados. Para o produto in natura, recomendava-se o
preparo de cha a partir de 200 g de flores de hibisco para um litro de dgua
fervente. Assim, as concentragdes definidas para analise do chd foram: 0,10;
0,20 e 0,40 g/ml. Para os dois produtos industrializados, recomendava-se
ingerir 60 g de hibisco em po diluidas em 200 ml de dgua, definindo-se para
analises as concentragdes 0,15; 0,30 e 0,60 g/ml. Para o preparo de todas
as concentragdes utilizou-se agua destilada.

2.2 Teste de citotoxicidade em células meristematicas de raizes de
Allium cepa

Inicialmente, bulbos de cebolas foram colocados em frascos aerados
com agua destilada até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento.
Para andlise de toda concentracdao em estudo (tratamento), foi estabeleci-
do um grupo experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar
as raizes em contato com a seus respectivos tratamentos, algumas raizes
foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo, o
que se nominou de tempo de analise zero hora. Logo depois, as raizes
restantes foram postas em suas respectivas concentracdes por 24 e 48
horas, procedimentos denominados de tempos de exposicdo 24 e 48h,
guando se realizou coleta de raizes a cada 24 horas. As raizes coletadas
foram fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (etanol: dcido acético) por 24 horas.

As laminas foram confeccionadas segundo o protocolo proposto por
Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscépio dptico em objetiva de
40x. Para cada bulbo analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células
para cada grupo controle (Oh), grupo tempo de exposicdao 24h e grupo
tempo de exposicdo 48h. Foram contabilizadas células em interfase e em
divisdo celular e estabelecido o indice mitdtico, que serviu como parametro
para a determinacdo da citotoxicidade. Ainda, avaliou-se a genotoxicidade
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através da frequéncia de microndcleos, e de alteracdes aneugénicas ou de
fuso mitodtico, como metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas,
amplificacBes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases
multipolares. Os resultados obtidos foram analisados pelo teste estatistico
Qui-quadrado (%) a 5% (AYRES et al., 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados no Quadro 1, verifica-se que
as trés concentracdes analisadas do cha de hibisco, bem como as trés con-
centracdes analisadas do produto LF A dessa planta, nos tempos de analises
considerados, ndo causaram reducdo estatisticamente significativa da divi-
sdo celular nos meristemas de raizes de A. cepa quando comparados aos
indices mitdticos obtidos para os seus respectivos controles. Assim, o cha
e o medicamento LF A, nas condicBes de estudos estabelecidas, ndo foram
citotéxicos ao bioensaio utilizado. Diferentemente, as trés concentragdes
analisadas do produto industrializado de flores de hibisco LF B, causaram,
nas 24 e 48 horas de exposicdo, expressiva reducdo da divisdo celular
dos meristemas de raizes, quando confrontados com os seus especificos
tempo de analise Oh, mostrando-se potencialmente citotoxicas (Quadro
1). A citotoxicidade observada para LF B foi estatisticamente significativa
guando comparada a citotoxicidade obtidwa para a planta in natura e para
LF A, considerando os respectivos tempos de exposicao entre os produtos
analisados.
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Quadro 1 — indices mitdticos observados em tecidos meristematicos de
raizes de Allium cepa expostos a trés concentracdes de cha de flores de
Hibisco sabdariffa nas concentra¢des 0,10; 0,20 e 0,40 mg/mL, e a dois

produtos industrializados dessa planta.

- . 1 TE/IM

Hibiscus sabdariffa TR (mg/ml ) oh 2ah 48h
0,01 17,1° 18,4° 15,9°

Cha 0,02 16,1° 17,1° 15,7°

0,04 15,5° 16,2° 15,8°

0,15 19,9° 17,1° 16,2°

LF A 0,30 16,3° 18,3° 14,3°

0,60 19,0° 20,4° 15.3°

0,15 20,0° 4,0 2,4

LF B 0,30 19,3° 8,5 4,5

0,60 19,7° 7,3% 4,3

Legenda: TE: tempo de exposicdo; IM: indice mitdtico; LF: laboratério farmacéutico; Co:
controle negativo; TR: tratamento. Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo
tratamento n3o diferem significativamente entre si pelo teste y?, ao nivel de 5%. Valores
seguidos de asteriscos diferem estatisticamente dos valores obtidos para o cha e para LF A,

considerando os mesmos tempos de exposicdo.

Apesar de ndo citotdxicas ao sistema teste A. cepa, todas as concen-
tracOes referentes ao hibisco LF A promoveram, em ndmero significativo,
alteracOes celulares aos tecidos analisados, mostrando-se potencialmente
genotodxicas (Quadro 2). Diferentemente, o produto LF B, que causou efeito
inibidor acentuado na proliferacdo celular, ndo induziu alteracées celulares

aos meristemas de raizes.
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Quadro 2—-Tipos e numero de alteragdes celulares observados em tecidos
meristematicos de raizes de Allium cepa expostos a Hibisco sabdariffa
industrializado, nas concentracdes 0,15; 0,30 e 0,60 g/ml.

Concentragao

(mg/ml?) TE MC PAT MCN TAC

Hibiscus sabdariffa

co 00 00 01 01°

0,15 24h 14 17 4 45

48h 10 13 13 36°

co 00 00 01 01°

LF A 0,30 24h 27 21 11 5gb
48h 14 13 09 3¢

co 00 00 01 01°

0,60 24h 19 07 23 4o

48h 13 13 04 30°

Legenda: LF — laboratdrio farmacéutico; CO — Controle; TE — Tempo de Exposi¢do; MC —
metafase C; PAT — ponte anafasica/telofasica; MCN —microntcleo; TCA—Total de alteracdes
celulares. Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si pelo teste X%, ao nivel de 5%.

De acordo com Herrero et al. (2012), indices mitdticos significativa-
mente inferiores aos indices dos seus respectivos controles, como os obtidos
para LF B (Quadro 1), podem indicar a presenca de agentes cuja a¢do toxica
compromete o crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos.
Ainda, tais autores declaram que a inibicdo da proliferacdo celular desenca-
deada por compostos citotéxicos em tecidos de intensa proliferacdo celular
e com desempenho normal, como os utilizados nesta pesquisa, é bastante
prejudicial ao organismo por inibir ou limitar a reposicdo de células, alterar
a producdo de proteinas e resultar no mal funcionamento do érgao onde
esta localizada.

Ainda, a inibicdo drastica da divisdo em tecidos normais, como a
observada na presente pesquisa para esse produto, pode ocorrer pela agdo
de agentes que afetam a integridade do fuso nuclear durante a mitose
promovendo significativo desarranjo cromossémico. Ao considerar que
o principio do ciclo celular é a formacdo de células idénticas, a produgao
de novas células com alteracdo significativa na estrutura e/ou no nimero
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cromossdémico tornam o funcionamento celular invidvel e tendem a ser
eliminadas de tecidos com desempenho normal, o que pode acarretar
efeito antiproliferativo significativo (SALES et al., 2016). Tal condicdo pode
ser sugerida para explicar o resultado de citotoxicidade frente a ndo inducdo
de alteracdes celulares observada no presente estudo para o produto LF B.

A presenca expressiva de alteracdes de fuso mitdtico observadas
em células meristematicas de raizes de A. cepa, como as observadas aqui
pela acdo das concentracGes do hibisco industrializado LF A (Quadro 2),
sdo consideradas como um importante parametro de genotoxicidade de
compostos ou substancias de interesse (LEME; MARIN-MORALES, 2008). E
importante mencionar que ha sempre correlacao positiva entre a frequén-
cia de alteracdes celulares e o desenvolvimento de cancer em mamiferos
(SALES et al., 2016).

Conforme citado anteriormente, produtos farmacéuticos naturais,
como os H. sabdariffa industrializados avaliados nesta pesquisa, contém
em sua formulacdo aditivos excipientes artificiais. No entanto ndo havia
discriminado, nos rotulos desses produtos nem na literatura cientifica,
quais excipientes haviam sido utilizados em suas confec¢des. A partir dos
resultados obtidos, apesar de iniciais quanto a tematica para essa planta,
estes mostram que a composicdao e/ou concentracdo de aditivos excipientes
utilizadas sdo diferentes nos dois medicamentos industrializados analisados.
Também houve diferenca de toxicidade, nas condi¢Bes de estudo estabe-
lecidas, entre o hibisco nas formas industrializadas e sua forma in natura.

A seguir serdo relatados resultados de estudos de toxicidade em nivel
celular de alguns dos compostos excipientes mais comumente utilizados
na formulacdo de produtos farmacéuticos e de alimentos conforme do-
cumento disposto pelo governo brasileiro durante a industrializacdo (SALES
et al.,, 2016). Porém é importante relatar que, com excecao dos corantes
e conservantes, todos os microingredientes a serem relatados foram insu-
ficientemente avaliados, até a presente data, quanto aos seus potenciais
toxicos em nivel sistémico e celular.

Para corantes, os Unicos autorizados para uso em produtos farmacéuti-
cos em geral sdo o Amarelo Crepusculo, a Tartrazina e Vermelho 40, aditivos
azoicos por conterem o grupamento azo, um derivado nitroso com a proprie-
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dade de produzir amina aromatica e acido sulfanilico, assim como, o Ponceau
4R, Eritrosina e o Azul brilhante (GOMES et al., 2013). Esses seis corantes
demonstraram potencial em alterar o turner-over das células durante a inter-
fase, inibindo expressivamente a divisdo celular, e no processo de hiperplasia
regenerativa, o que contribuiu, de forma significativa, para o desenvolvimento
de canceres no trato digestorio de roedores (SARDI et al., 2010).

Os trés corantes azoicos também demonstraram significativo efeito
citotdxico e genotodxico as células meristematicas de raizes de Allium cepa,
uma vez que causaram inibicdo da divisdo celular e induziram alteracdes
celulares as células deste sistema teste (GOMES et al., 2013). Foi constatado
que a Tartrazina, o Ponceau 4R e a Eritrosina tiveram potencial de promover
alteracGes na divisdo celular em células da tireoide de roedores, em funcdo
de liberar uma grande quantidade de iodo no organismo desses animais
(MORRISON; WRIGHT; JOHN, 2011). Também se verificou que o corante
eritrosina, em doses baixas e em tratamento agudo, foi altamente toxico as
células do estdbmago, célon e bexiga de ratos Wistar (SASAKI et al., 2002).

Quanto aos edulcorantes permitidos como excipientes, encontra-se
0 aspartame, o ciclamato de sddio, o acesulfame de potassio e a sacarina
sodica (SALES et al., 2016). Verificou-se, por meio das linhagens celulares
Caco-2 (células de coldn), HT-29 (células de célon) e HEK-293 (células de
rim), que esses edulcorantes foram citotoxicos e genotdxicos as células
estudadas (VAN EYK, 2015 ). Corroborando aos resultados desses pesquisa-
dores, foi observado, por meio do teste do cometa, que a sacarina sddica e
o ciclamato de sddio foram genotdxicos e mutagénicos as células de colon
de roedores, reduzindo significativamente a divisdao celular do tecido ana-
lisado (SASAKI et al., 2002).

Os antiumectantes utilizados em produtos farmacéuticos sao o fosfato
de cdlcio, o didxido de silicio, o carbonato de célcio e o carbonato de mag-
nésio (SALES et al., 2016). Ndo foram encontrados na literatura cientifica
estudos de avaliacdo de citotoxicidade e genotoxicidade para os microingre-
dientes fosfato tricalcio e carbonato de calcio. Entretanto o antiumectante
didxido de silicio ocasionou expressiva diminuicdo da viabilidade celular de
linfécitos humanos em cultura de células normais, bem como promoveu
alteracdes celulares em numero significativo, demonstrando amplo potencial
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genotoxico (RAJIV et al.,, 2016). Também esta relatado na literatura que o
aditivo carbonato de magnésio ocasionou a reducao do metabolismo celular,
em cultura celular de figado humano de linhagem normal, mostrando-se
significativamente citotéxico (AHAMED et al., 2015).

Em relacdo aos aromatizantes, os ingredientes de aroma e sabor ufti-
lizados em medicamentos sdo somente os de fruta (SALES et al., 2016). A
avaliacdo de alguns desses aditivos mostrou que estes tém a propriedade
de induzir danos significativos ao fuso mitdtico e, consequentemente, na
divisdo celular de células de sangue periférico humano (GOMES et al., 2013).
Também foram genotodxicos a eritrécitos de tecido sanguineo de camundon-
gos, induzindo de forma expressiva a formacao de células micronucleadas na
medula éssea dos animais tratados. Porém, entre os constituintes quimicos
responsaveis em retardar a agdo de microrganismos, enzimas, assim como,
de agentes fisicos nos produtos farmacéuticos, estdao o benzoato de potassio,
benzoato de sddio e nitrato de potdsio, agentes conservantes que foram
citotoxicos e genotoxicos a células normais de sangue periférico humano
(MPOUNTOQUKAS et al., 2010).

Portanto os resultados de citotoxicidade observados para o hibisco LF
B e os resultados de genotoxicidade obtidos para esta planta referente LF A
sinalizam a necessidade de se avaliar os produtos farmacéuticos de hibisco,
assim como o0s excipientes presentes nesses produtos, em sistemas testes
animais, a partir de tratamentos com maiores tempos de exposicdo, para
verificacdo e aprofundamento dos resultados aqui obtidos.

4 CONCLUSAO

As trés concentragdes de cha de hibisco analisadas ndo foram cito-
téxicas nem genotoxicas as células meristematicas de raizes de A. cepa. As
trés concentragdes de hibisco de LF B, bem como as trés de LF A, foram
citotdxicas genotdxicas, respectivamente, aos meristemas de raizes.
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