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RESUMO

Cuscuta racemosa, Mart € uma planta parasita pertencente a familia
Convolvulaceae, conhecida no Brasil pelas sinonimias populares de "cipd
chumbo” e “fio de ovos”. Popularmente é usada por suas acfes anti-inflamatorias
e cicatrizantes, aplicada a disturbios diurético e digestivo e se apresenta como
uma alternativa da biodiversidade para ser usado em medicamentos e
cosméticos. O presente estudo verificou a avaliacdo in vitro da seguranca e
eficacia do extrato de Cuscuta racemosa para possiveis aplicacdes cosméticas
e medicamentosas. Ensaios foram realizados a partir do extrato bruto e da fragcéo
alcaloidica de Cuscuta racemosa para avaliar a citotoxicidade e a fototoxicidade,
assim como determinacéo da atividade antimicrobiana e antitumoral. Os ensaios
de citotoxicidade e fototoxicidade foram realizados de acordo com as normas
preconizadas pela Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD), utilizando células 3T3 BALB. As analises microbiolégicas foram
conduzidas com Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans. A avaliacdo da atividade anti-microbiana foi
realizada em meios liquido e sélido. Os ensaios de atividade antitumoral foram
realizados com as linhagens HelLa, MDA-DB e Sk-Mel. Os testes de
citotoxicidade revelaram acao citotoxica do extrato bruto nas concentracdes de
34,01 e 50 mg/mL, mas em concentracdes mais baixas ndo apresentaram acao
significativa, o que indica sua seguranca para possiveis aplicacdes cosméticas
e medicinais. Ambas as amostras testadas ndo apresentaram fototoxicidade. A
dose letal estimada em 50% das células calculada para o extrato bruto foi de
352,25mg/Kg. Com relacdo a atividade antimicrobiana, as amostras néao
apresentaram zona de inibicdo em meio de cultura solido nas concentracfes
testadas para nenhum dos microrganismos testados. O extrato bruto se mostrou
citotbxico em todas as suas concentracdes em linhagens tumorais. Os
resultados indicam a possibilidade de uso das amostras em cosméticos, uma vez
que a fracdo alcaloidica apresentou auséncia de fototoxicidade e auséncia de
citotoxicidade, embora as amostras ndo tenham apresentado significativa
antimicrobiana nas concentracdes testadas. Com relagdo a atividade
antitumoral, estudos complementares sdo necessarios direcionando o ativo
apenas para o local de agéo, minimizando os riscos de atuacéo do extrato nas
células normais.

Palavras chaves: Cuscuta racemosa Mart., citotoxicidade, fototoxicidade,

antimicrobiana, antitumoral.



ABSTRACT

Cuscuta racemosa, Mart is a parasitic plant belonging to the family
Convolvulaceae, known in Brazil for the popular synonymy of "cip6 chumbo" and
"yarn of eggs". It is popularly used for its anti-inflammatory and healing actions,
applied to diuretic and digestive disorders and presents itself as an alternative of
biodiversity for use in medicines and cosmetics. The present study verified the in
vitro evaluation of the safety and efficacy of the Cuscuta racemosa extract for
possible cosmetic and drug applications. Assays were carried out from crude
extract and alkaloids fraction from Cuscuta racemosa to evaluate cytotoxicity,
and phototoxicity, as well as determination of antimicrobial and antitumor activity.
Cytotoxicity and phototoxicity assays were performed according to the standards
recommended by the Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) using 3T3 BALB cells. Microbiological analyzes were conducted with
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Candida albicans. The evaluation of antimicrobial activity was performed in liquid
and solid media. Antitumor activity assays were performed with the HelLa, MDA-
DB and Sk-Mel lines. Cytotoxicity tests revealed a cytotoxic effect of the crude
extract at concentrations of 34.01 and 50 mg / mL, but at lower concentrations
did not present significant action, indicating its safety for possible cosmetic and
medicinal applications. Both samples tested showed no phototoxicity. The lethal
dose estimated at 50% of the cells calculated for the crude extract was 352.25mg
/ kg. With respect to the antimicrobial activity, the samples did not present zone
of inhibition in solid culture medium in the concentrations tested for none of the
tested microorganisms. The crude extract was cytotoxic in all its concentrations
in tumor lines. The results indicate the possibility of using the samples in
cosmetics, since the alkaloid fraction showed absence of phototoxicity and
absence of cytotoxicity, although the samples did not present significant
antimicrobial in the concentrations tested. With respect to antitumor activity,
complementary studies are necessary directing the active only to the place of
action, minimizing the risks of performance of the extract in normal cells.

Keywords: Cuscuta racemosa Mart., Cytotoxicity, phototoxicity, antimicrobial,
antitumor
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1- INTRODUCAO

A espécie Cuscuta racemosa Martius, é uma holoparasita do da familia
Cuscuta, pertencente ao género Convolvulaceae. As espécies vegetais
pertencentes este género, sdo estudadas em varias universidades e institutos
através do mundo, com o0 objetivo de elucidar suas caracteristicas fitoquimicas
e verificar suas aplicacdes para potencial uso cosmético ou terapéutico (ISLAM
et al., 2015; KANG et al., 2014; SHARMA et al., 2014). As plantas do género
Cuscuta, por sua caracteristica de parasitas obrigatérias, possuem compostos
quimicos similares aos de suas hospedeiras, e também compostotos que
surgerem ser oriundos de sua adaptacdo a diferentes situacfes climaticas. As
varias espécies de Cuscuta sdo cosntituidas por compostos fenolicos como
flavonoides, taninos entre outros. Popularmente a Cuscuta é usada topicamente
por suas propriedades cicatrizantes, antissépticas e anti-inflamatorias, fato este
gue desperta o interesse na area cientifica quanto a seu uso como matéria-prima
de origem vegetal processada em uma composi¢cao cosmética ou dermatoldgica
(DONNAPEE et al., 2014).

Para uso de novos ingredientes em cosmético sdo requeridos testes
validados que comprovem sua seguranca para aplicacdo topica, conforme
descritos no Guia para Avaliacdo de Seguranca de produtos Cosméticos
(ANVISA, 2012). ApGs avaliagdo e comprovacdo da seguranca do ativo de
oriegem vegetal, seguems-e 0s testes para avaliacdo da eficacia. Estes testes
também séo preliminares para avaliacao terapéutica da droga vegetal.

Considera-se droga vegetal a planta medicinal, ou sua parte que contenha
substancia ou classe de substancias com acédo terapéutica apés as etapas que
envolvem seu processamento da coleta a pulverizacdo (RDC 16, 2014). As
drogas vegetais sdo isentas de prescrigdo médica, uma vez que seu UsO €
destinado ao consumidor final através de material seco ou pulverizado.

A acédo terapéutica das plantas medicinais encontra-se amparada na
literatura especializada que divulga seu uso tradicional. Define-se como Planta
Medicinal a espécie vegetal, cultivada ou nao, utilizada com objetivos
terapéuticos (RDC 14, 2014). Para a matéria-prima vegetal de interesse ser

considerada um medicamento fitoterapico, faz-se necessaria sua avaliagcao por
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meio de testes que confirmem sua seguranca e eficacia para uso na saude
humana ou animal. De acordo com a mesma Resolucdo, estes testes sdo
validados por meio de levantamento de uso etnofarmacoldgico, evidéncias
clinicas e documentacao cientifica (RDC 26, 2014).

No Brasil, desde 2006, é regulamentado o uso de fitoterapicos no Sistema
Unico de Saude (SUS) e, recentemente foi publicado o Memento Fitoterapico,
parte integrante da Farmacopeia Brasileira2016, que disponibiliza monografias
de 28 plantas aprovadas para uso na area de saude publica). Este documento
surge apos 10 anos da implantacdo da politica Nacional de Plantas Medicinais,
para consolidar e fortalecer o uso de plantas medicinais inseridas no ambito da
atencao primaria a saide como recurso terapéutico no uso tradicional presente

nas praticas integrativas.

“Fitoterapico é um medicamento obtido empregando-se exclusivamente

matérias-primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia da sua qualidade.
Sua eficacia e seguranca € validada através de levantamento
etnofaramacolégico de utilizagdo, documentagdo técnico-cientificas em

publicagdes ou ensaios clinicos” (ALONSO, 2008).

A definicdo de Alonso (2008) esta em concordancia com a RDC 26, 2014
que regulamenta a area de medicamentos fitoterapicos e produtos de uso
tradicional fitoterapico. De acordo com esta RDC, sao considerados
medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias
clinicas e que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade, e estes
diferem dos fitoterapicos de uso tradicional, tem suas a¢fes baseadas em
publicagdes cientificas quanto a sua segurancga. Plantas como as que compdem
o género Cuscuta., ao serem usadas como produto com a finalidade terapéutica
ou cosmeética respaldada pelo conhecimento tradicional, podem apresentar
potencial atividade toxica, atribuidas a seus constituintes quimicos quando
usadas sem padronizacao de dosagem

Os estudos validados contribuem para elucidar quais possiveis

constituintes quimicos apresentam interesse terapéutico para exploracao
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comercial, o que favorece estudos sobre modificagdes estruturais simples a partir
dessas substancias ativas, em geral originadas do metabolismo secundario
(CRAGG, GROTHAUS, & NEWMAN, 2009) que podem estimular o
desenvolvimento de novas moléculas com interesse terapéutico (BOGGO,
2012).

Plantas como as que compdem o género Cuscuta, ao serem usadas
como produto com a finalidade terapéutica ou cosmeética, respaldada apenas
pelo conhecimento tradicional, podem apresentar potencial atividade téxica,
atribuidas a seus constituintes quimicos quando usadas sem padronizacao de
dosagem (VEIGA JUNIOR, 2005).

1.1. Revisao da literatura

1.1.1. Familia Convolvulacea, género Cuscuta

A familia que foi descrita por Jussieu em 1789, na obra Genera Plantarum,
pertence a classe Magnopsida ou Angiosperma, é composta por espécies
distintas que se encontram distribuidas em véarios continentes nas regides
tropicais e subtropicais (SILVA & SIMAO-BIANCHINI, 2013), a exemplo do
cerrado e da caatinga no Brasil, sendo raras em regides temperadas
(HEYWOOD, 1993; SILVA & SIMAO-BIANCHINI, 2013). Esta Familia
compreende 55 géneros com cerca de 2000 espécies, porém o género Cuscuta
€ 0 Unico com caracteristicas de holoparasita (BARBOSA, 2012; BIWAS, 2012),
caracterizado por ndo produzir clorofila, depende totalmente dos nutrientes
produzidos pela hospedeira (KAISER et al., 2015).

Estima-se que as espécies do género Cuscuta tenham se desenvolvido a
partir de um ancestral autotrofico comum, diversificando-se através de uma
especializacdo para adaptar-se a diferentes espécies hospedeiras, das quais
retiram agua, nutrientes e metabdlitos para seu desenvolvimento (KIM, 2015),
mostrando assim uma alta capacidade de adaptar-sea a diferentes
ecossistemas, que podem estar expressos nas distintas atividades terapéuticas
a ela atribuidas. (ASEA, et al., 2013)

Todas as plantas do género Cuscuta sédo heterotréficas e ndo sintetizam
clorofila (ANDRADE, ARAUJO & NEVES, 2009), séo trepadeiras com caules
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constituidos por longos filamentos capilares, mais ou menos ramificados,
variando da coloracdo amarelada a avermelhada, raramente branco ou
esverdeados, com raras folhas. (CORREA, 1984), caracteristicas que podem ser
observadas na Figura 1. Para nutricdo e reproducédo dependem da seiva
elaborada que obtém parasitando o sistema vascular da planta hospedeira
(ANDRADE, ARAUJO & NEVES, 2009) através de estruturas denominadas
haustorios., e por serem essencialmente parasitas despertaram a atencédo de
comunidades tradicionais e da comunidade cientifica, em suas mais variadas
espécies, para verificar se de fato seu extrato possui atividades terapéuticas
atribuidas as plantas em que se hospedam (CORREA, 1984).

FIGURA 1- Cuscuta racemosa Mart. conhecida “ Cip6 chumbo” ou “ Fios-de-
ovos”.
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Caracteristicas da C. racemosa Martius (A) (B)., C. racemosa M. propagacdo em Canteiro
rasteiro a calgada em frente a Subprefeitura do Ipiranga(C) e em frente & Biblioteca Municipal
(D). C. racemosa M. in Lagestroemia indica Ipiranga, S&o Paulo (E) e em detalhe (F). Fonte:

Fotos da autora, agosto 2015.

Em 1932, Yuncker, havia relatadosobre o Género Cuscuta na revista
“Memoirs of the Torrey Botanical Club”, indicando a existéncia de cerca de 158
espécies distribuidas mundialmente, do Canada ao México, e do Chile a
Argentina além de Europa e Asia, passando pelo Cabo Sul na Africa e nas indias,
Pacifico e Austrdlia, destacando cerca de 20 novas das espécies dentre as ja
relatadas.

Atualmente, estima-se que esta familia botanica seja composta por cerca
de 200 espécies diferentes de Cuscuta que se encontram geograficamente
distribuidas por diferentes regides do planeta. Embora a grande maioria das
espécies, cerca de 140, se localize, preferencialmente, em climas tropicais e
subtropicais (YUNCKER, 1932; COSTEA & TARDIF, 2004) estas também
podem estar presentes na Europa em zonas frias de clima temperado (SILVA &
SIMAO-BIANCHINI, 2013), (Quadro 01), o que aponta para uma possivel
caracteristica adaptogénica deste género a diferentes climas e hospedeiras
(ASHIGH & MARQUEZ, 2010).

QuUADRO1 — Distribuicdo geogréfica das principais espécies pertencentes ao
género Cuscuta relatadas na literatura cientifica.

Asia- C. reflexa (nativa india e Nepal), C. chinensis (nativa China, India, Corea,
Paquistao, Tailandia, Vietnd), C. campestris, C. epithymum (nativa s na China, porém
introduzida no Japao), C. epilinum, C. australis (nativa no sul da China)

Europa- C. campestris, C. gronovii (curso das aguas), C. epithymum (nativa), C.
epilinum.

Oceania- C. campestris (Austrdlia), C. epithymum (Australia)

Africa- C. campestres, C. epithymum, C. epilinum (esporadica)

América do Norte- espécies nativas Canada: C. campestres, C. pentagona), C.
gronovii (Canada e EUA), C. umbrosa, C. epilinum (esporadica no Canada)
América do Sul- C. campestris, C. epithymum, C. racemosa (Brasil e Chile), C.
taimensis (Brasil e Uruguai).

Fonte: Adaptado de Sim&o-Bianchini, 2015.

Yuncker (1932), relatou ainda, que a possibilidade de distribuicdo da
Cuscuta em novos ambientes, se deu por meio da disseminagéo das sementes,

resultado da comercializacdo (exportagdo ou importacdo) de plantas de cultivo
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ou ornamentais, que como hospedeiras, carregam para as novas regides as
sementes da parasita.

No Brasil, sdo catalogadas 24 espécies, dentre estas 06 sdo endemicas
conforme demosntrado no Quadro 2. Yuncker (1932) propds que o0 género
Cuscuta fosse dividido em 03 subgéneros classificados conforme caracteristicas
taxondmicas de flores e inflorescéncias das espécies que poderiam ser
agrupadas, com base no estigma floral. Sdo eles: Gramminica, Monogyana e
Cuscuta. Classifica-se como Gramminica, subgénero que comporta espécimes
com estigmas mais globulosos e distintos das demais, podendo apresentar um
formato de capsula irregular com estigmas cénicos e alongados; o subgénero
Monogyana, apresenta espécies com capsula circunscrita com estigmas de
formas variadas (porém nao linear) e Cuscuta, género que insere a espécie
estudada C. racemosa M., caracterizado pela presenca de flores raras e
pequenas de coloracdo amarelada, agrupadas em forma de cacho e

pedunculadas, originando o0 nome racemosa.

QUADRO 2- Variedade e distribuicdo de espécies pertencentes ao género Cuscuta no

Brasil

Espécie/ variedade Distribuicéo: Regido

1. | C. americana L nativa; nao Nordeste (PE, BA), Centro-Oeste
endémica. (MT, GO), Sudeste (MG); Cerrado

2. | C. boliviana Yunck. nativa; nao Sul (PR); Mata Atlantica
endémica.

3. | C. bracteata Yunck. nativa, Centro-Oeste (GO); Cerrado
endémica.

4. | C. corniculata Engelm. nativa; nao Nordeste (BA), Centro-Oeste (GO),
endémica Sul (RS); Caatinga, Cerrado,

Pampa

5. | C. cristata Engelm. nativa; nao Sul (PR).
endémica

6. | C. globosa Ridl. nativa,; Nordeste (PB, PE); Caatinga, Mata
endémica Atlantica.

7. | C. glomerata Choisy nativa; nao Centro-Oeste (DF); Cerrado
endémica

8. | C. goyaziana Yunck. nativa; Centro-Oeste (GO); Cerrado
endémica

9. | C. incurvata Progel nativa; nao Sudeste (MG); Cerrado
endémica

10.| C. indecora Choisy subespontanea; | Sul (PR); Cerrado

var. neuropetala Engelm.) ndo endémica

11.| C. insquamata Yunck. nativa; ndo Nordeste (PE); Caatinga
endémica

12.| C. obtusiflora Kunth nativa; ndo Centro-Oeste (MT), Sudeste (MG,
endémica SP), Sul (RS); Cerrado, Mata

Atlantica
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13.| C. odorata Ruiz & Pav. nativa; ndo Norte, Centro-Oeste (MS), Sudeste
endémica; (MG), Sul (SC); Cerrado, Mata
Atlantica
14.| C. orbiculata Yunck. nativa,; Nordeste (PE), Centro-Oeste (GO);
endémica Cerrado
15.| C. partita Choisy nativa; ndo Norte (AC), Nordeste (MA, PI, BA,
endémica SE), Centro-Oeste (MT, GO);
Amazbnia, Cerrado, Mata Atlantica
16.| C. parviflora Engelm. nativa; Centro-Oeste (GO); Cerrado
var. elongata Engelm. endémica
C. parviflora Engelm. nativa; Centro-Oeste (GO, DF), Sudeste
var. parviflora endémica (MG, SP, RJ); Cerrado, Mata
Atlantica
17.| C. platyloba Progel nativa; nao Centro-Oeste (GO), Sudeste (MG,
endémica RJ), Sul (PR, SC, RS); Cerrado,
Mata Atlantica.
18.| C. racemosa Mart. nativa, Centro-Oeste (GO, MT), Sudeste
var.miniata Engelm. endémica (MG, SP), Cerrado
C. racemosa Mart. nativa; Sudeste (MG, SP, RJ), Sul (PR,
var. nuda Engelm. endémica SC), Mata atlantica
C. racemosa Mart. nativa, Sudeste (RJ) Cerrado, Mata-
var. racemosa Mart endémica atlantica
19.| C. serrata Yunck. nativa, Centro-Oeste (GO); Cerrado
endémica
20.| C. taimensis N&o informado | Sul extremo (RS)
21.| C. tinctoria Mart. subespontanea; | Nordeste, Sudeste (MG); Cerrado

ndo endémica

22.| C. trichostyla Engelm. nativa; ndo Norte (PA); Amazbdnia
endémica
23.| C. umbellata Kunth nativa; nao Nordeste (PI, CE); Cerrado
var. desertorum Engelm.; endémica
24.| C. xanthochortos Mart. nativa; nao Sul (RS); Pampa
endémica

Fonte: adaptado de Forzza et al., 2010 e Sim&o-Bianchini & Ferreira, 2015; Ferreira, et al.,

2014.

Estudos realizados em 2006 por técnicas de identificacdo genética

incluiram novas espécies na classificagcdo taxondmica, tais como a C. salina, C.

mediterranea, C. umbrosa, e uma nova variacdo brasileira, C. tainensis
(FERREIRA, 2015).

As varias espécies deste género podem parasitar copa de arvores e

arbustos ornamentais, como por exemplo a Lagerstroenia indica (Reseda) e o

Hibiscus rosa-sinensis (Hibisco) ou ainda em culturas de Solanum lycopersicum

(Tomate), Avena sativa (Aveia), Vaccinium macrocarpon (Cranberry) entre
outras (KIM & WESTWOOD, 2015).

As plantas deste género também apresentam uma alta capacidade de

propagacéo a partir da hospedeira inicial, partindo de suas extremidades em

formas de fios que crescem e se propagam as adjacéncias, ampliando seu raio
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de parasitismo a diferentes unidades de uma mesma planta e a plantas de
diferentes espécies (LIMA, 1996), conforme exemplificado na Figura 1. Para
cada hospedeira parasitada a Cuscuta lanca em sua fase produtiva cerca de
16.000 unidades de sementes, que permanecem viaveis em contato com o solo
por um longo periodo, dormentes aguardando um momento mais adequado para
seu crescimento, o que confere as espécies deste género, uma ampla
capacidade de perpetuar a espécie e adaptacdo ao meio (PITELLI, 1985 in
EMBRAPA; CORREA, 1984).

Estudos publicados tentaram elucidar o mecanismo de parasitismos das
espécies que compdem este género e as plantas hospedeiras, d. e acordo com
Kim e Westwood (2015) a parasita parece estabelecer uma conexdo com a
hospedeira que permite a transferéncia de material proteico como mRNA, além
de 4gua e nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento. (KIM & WESTWOOD,
2015; BARBOSA et.al., 2012).

Dada a diversidade de espécies pertencentes a este género e a
dificuldade em se identificar a espécie considerando a semelhanca entre elas,
para se obter um extrato padronizado para estudos, € interessante tornar a
espécie cultivavel, para se obter dados consistentes sobre melhor habitat,
melhor época para obtencédo do extrato, formas de controle e propagacdo da
espécie e melhor compreensédo de seu papel biolégico na simbiose com as
plantas hospedeiras.

As plantas da familia Convolvulacea apresentam o0s seguintes compostos
qguimicos: alcal6ides inddlicos (subgrupo ergolina), antocianinas aciladas, com
um radical &cido, compostos cianogénicos, &cido caféico e compostos
relacionados, ndo apresentam iriddides e nem taninos, tanto proantocianinas
guanto o acido elagico e raramente produzem saponinas (CRONQUIST 1981).

Loffler, Czygan e Prokch em 1997, identificaram em um estudo
comparativo com 09 diferentes espécies pertencentes ao género, cultivadas (C.
reflexa Roxb, C. platyloba Progel, C. campestris Yunck., C. odorata, R&P, C.
chinensis L., C. pedicellata lledeb) e selvagens (C. europeae L, C. gronovii Wild.,
C. lupuliformis Krock) a presenca de compostos fendlicos como quercetina e
acidos hidroxamicos em diferentes concentragbes, porém presentes em todas

as especies.
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A presenca de alcal6ides em plantas do género Cuscuta parece estar
diretamente relacionada a fatores como a hospedeira e periodos sazonais de
chuvas (PEREZ-AMADOR, et al.1996), a identificacdo da espécie atraves de
marcadores taxondmicos estd limitada a avaliacdo da flor madura, ou
inflorescéncia. No Quadro 2 pode-se observar diferentes tipos de compostos
identificados ou isolados de diferentes espécies do género Cuscuta e, nota-se a
predominéancia de compostos fendlicos nas diferentes espécies e eventualmente

presenca de outros compostos, a depender da hospedeira parasitada.

QUADRO 3- Componentes fitoquimicos isolados e/ou identificados nas espécies do
género Cuscuta e acdes hioldgicas a eles atribuidas.

Espécie Compostos identificados Acdo atribuida Referéncias
C. australis Flavonoides: Hiperosideos Melhora imunolégica Gu et al., 2001
(sementes)

C. campestris Yunck.

Flavonoides: quercetina,

Anti-inflamatéria

Lee etal., 2011.

(sementes) Polissacarideos e Alcaldides
C. chinenis Lam. Alcaloides e Flavonoides: | Tonificante do Yang Yahara et
(Frutos) quercetina, quercetina-3-0- | (Medicina Tradicional al., 1994,
galactoside, quercetina  -3-0- | Chinesa)
apiosyl-(I-+2)-galactoside;
canferol-3-0-glucoside,
hiperosideo.
Compostos fendlico: acido
clorogénico, acido cafeico, e acido
p-coumarico, Lignanas:
pinoresinol, (+) epipinoresinol,
(-) pinoresinol 4-O-glucosideo
Hidroquinona: arbutina
C. chinensis Lam. Flavonoides: quercetina, canferol, | Anti-osteoporose, Jian-Hui et al.,

(sementes)

isorhamnetina, hiperosideo, | proliferacao celular e 2003; Yanget,
astragalina. estrogénica 2009.; Lijuan et al.
2011
Flavonoides Proliferativa em tumor de | Umerhara et al.,
mama (MC7-T47D) 2004;
Flavonol Antioxidante Yen et al., 2008b

Flavonoides: quercetina,
Polissacarideos e Alcal6ides

Melhora imunolégica,
antioxidante e
antiproliferativa

Lee et al., 2011.

Flavonoides

Proliferativa em células
Hela

Yang et al., 2011;

Glicosideos: isolados dimeros
tipo -éster de resina glicosidica

Citotoxica em linhagens
celulares: MG-63, MCF-
7, SMMC-7721

Donnapee et al.,
2014

C. chinensis Lam.
(partes aéreas)

compostos fendlicos

Antitumoral (Hela, HT-29
e MDA-MB-468)

Jafarian,
Ghannadi, e
Mohebi, 2014.

C.chinensis Lam.
(planta toda)

Cumarinas

Antitumoral (pele)

Nisa et al., 1986;

C. corymbosa var.

Amida, &cido lisérgico, lisergol,

Nao ha referéncia neste

Pérez-Amador et

stylosa acido amidico isolisérgico, | estudo al,, 1996;
turboculina, glicoresinas,
alcaldides ergolinicos, glicosideos
carvanoicos.
C. epithymum L. Flavonéides, alcaloides, | Moderada atividade | Biwas et al.,
(caule) carboidratos, glicosideos, | antimicrobiana 2012.; Al-Snafi,
saponinas e esterois. 2016.
C.epithymum Murr. Polifenois, flavonoides, | Anticonvulsivante Al-Snafi.2016;
glicosideos, alcaloides, Mehrabani et
carboidratos, saponinas, al.,2007
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fitoesterois,
esterois.

triterpenoides e

C. epithymum Murr.
(partes aéreas)

Compostos fendlicos

Antitumoral (Hela, HT-29
e MDA-MB-468)

Jafarian,
Ghannadi, e
Mohebi, 2014.

C. japonica Choisy
(sementes)

Hiperosideos

Neurogénese e melhora
cognitiva

Moon, et al., 2016

Isolados: acido 3,5-Di-O-
cafeoilquinico, metil
3,5-Di-O-cafeoilquinate, acido

3,4-Di-O-cafeoilquinico, metil 3,4-
Di-O-cafeoilquinate

Antihipertensiva

Oh, et al., 2002

C. pedicellata lledeb.

naringenina, canferol,
aromadenderina quercetina,
3,5,7,30,50-pentahidroxi-

flavanone, naringenina-7-O- B-D-
glucosideo, aromadenderina-7-O-
B-D-glucosideo, Taxifolina -7-O-8-
D-glucosideo, canferol -3-O- - D-

Redutora de peso e
redutora de colesterol

Zekry, et al.,2015

glucosideo (astragalina),

quercetina-3-O-  3-D-glucosideo

(isoquercetina).
C.racemosa Martius Compostos fendlicos, lignanas, | Antimicrobiana, Sousa et al.,.2012.
(planta toda) derivados do acido | antifungica, antiviral,

hidroxicinamico, flavonoides, 9a- | antitumoral, antioxidante,

hidroxysesamina, 9B- | anti-inflamatoria,

hidroxysesamina, canferol, | imunossupressora,

acuminatolide, pinoresinol, | tbnica  cardiovascular,

guercetina.

praguicida, inseticida.

Flavonoides: 4-metoxiquercetina, | Antimicrobiana Ferraz et al.,
taninos e alcaliodeos 2011b.

C. reflexa Roxb. Cuscutina, amarbelina, B-esterol, | Modulador Prassad et
stigmasterol, canferol, dulcitol, | quimioterapico. al.,2016

miricetina, quercetina, coumarina
e acido oleandlico

escoparone, acido p-coumarina,
estigmasta-3,5- diene e 1-O-p-
hiodroxicinamoilglucose.

Antiproliferativa
moderada.

Riaz, et al., 2017

C. reflexa Roxb.
(planta toda)

flavonoides, saponinas, | Nefroprotetor e anti- | Niazi et al., 2017.
alcaloides, terpenoides, | edema.

antraguinonas e taninos.

terpenoides, compostos | Anti-inflamatéria e | Razaetal., 2015.

fendlicos, tracos de alcaldide.

antimicrobiana

C. reflexa Roxb.
(partes aéreas)

carboidratos (teste de Molisch),
saponinas (teste de Frothing),
taninos (teste com FeClI3),
flavonoides (teste de Schinoda),
esteroides (teste de Salkowski),
glicosideos (teste  de Keller-
Killiani) alcaloides (teste com
reagentes de  Wagner) e
terpenoides (teste de Salkowski).

Controle de glicemia no
sangue

Rath et al.,.2016

C. reflexa Roxb.
(caule)

fenois, polifendis e flavonoides

Anti-inflamat6ria

Udavant, et al.,

2012a.
Esteroides, alcaloides, | Anti-helmintico Udavant, et al.,
flavonoides e taninos 2012.b
Esterol Anticalvice Pandit et al., 2008
Alcaloides, carboidratos e alguns | Antimicrobiana para | Inamdae et
glicosideos, flavonoides, taninos, | Gram- e fungos. al.,2011; Sharma
compostos fendlicos, esteroides. et al. 2014.

1.1.2. Cuscuta racemosa Mart. (Familia Convolvulaceae)
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A C. racemosa Martius é uma holoparasita (parasita total, que retira todos
0S nutrientes necessarios ao seu metabolismo da seiva elaborada produzida
pela planta hospedeira, pois ndo realizam fotossintese) pertencente a familia
Convolvulaceae, ramo este subdividido por alguns autores como pertencente a
familia Cuscutaceae (CORREA, 1984).

A espécie é originaria do Chile, porém ocorre no Brasil nas regides sudeste
e sul do pais, de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul e pode ser encontrada
em &reas de matas, campos, pragas e sobre as arvores nas ruas (CORREA,
1984;). Popularmente a C. racemosa Martius € conhecida pelas seguintes
sinonimias: cipo6-chumbo, fios-de-ovos, cip6-dourado, aletria, cuscuta,
espaguete e tinge-ovos (CORREA, 1984) nomes atribuidos a sua coloracéo
amarelada, e aspecto de distribuicdo da parasita em suas hospedeiras (Figura
1).

A espécie apresenta 03 variedades (subespécies) nativas endémica no
Brasil, conforme indicada na Quadro2, sao elas: C. racemosa var. miniata

Engelm, C. racemosa var. nuda Engelm e C.racemosa var. racemosa Mart.

1.2 Atividades Bioldgicas encontradas para o Género Cuscuta

O uso de plantas para finalidades curativas e medicinais € tdo antigo como
a histéria da humanidade (ALONSO, 2008), ato justificavel uma vez que as
mesmas sao de facil acesso a maioria da populacdo que por vezes, acredita que
por sua origem ser natural ndo possuem acdes adversas e contra-indicacdes
quando comparados aos medicamentos (SILVEIRA et al., 2014). Porém os usos
inadequados destes recursos podem causar acdes de toxicidade no organismo
e interagbes com outros medicamentos (CORDEIRO et al., 2005). Considernado
a necessidade de maior informacéo sobre as plantas a serem usadas para fins
terapéuticos, nota-se um esfor¢co de agéncias regulatorias e de profissionais da
area de saude em ampliar os estudos sobre produtos naturais, assegurando
maior segurancga e eficacia a saude da populacédo (MACIEL, et al., 2002). Nesta
conjuntura ha um campo para desenvolvimento de pesquisa e validacao
cientifica para avaliar seguranca e eficacia destes recursos na producdo de

medicamentos, alimentos e cosméticos (FLOGIO et al., 2006), com maior
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respaldo nos ultimos anos de projetos financiados por 6rgaos publicos e
privados.

Para tentar assegurar o melhor uso e a ndo extincdo das espécies
medicinais da flora brasileira, foi implantado no pais, em 2009, o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que tem como grande objetivo,
buscar a insercdo dos medicamentos & base de plantas no Sistema Unico de
Saude — SUS, sendo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a
responsavel pela legalizacdo (ANVISA, 2009).

Cabe ressaltar a necessidade em delimitar melhor os campos de estudo na
area de manejo (cultivo) das espécies parasitas, deixando de obter material para
estudo exclusivamente de forma extrativista e passando a cultivar de modo a
controlar os varios parametros que influenciam na obtencdo de compostos
padronizados para estudo cientifico das plantas que envolvem esta espécie.

Em 2016, com a publicacio do Memento Fitoterapico, foram
apresentadas monografias de 28 espécies de plantas medicinais e seus estudos
de seguranca e eficacia. Como exemplos de espécies ja utilizadas no SUS, que
tem acdes similares as atribuidas & Cuscuta racemosa Matrt., de acao anti-Ulcera,
acao cicatrizante e, alivio a distarbios hepaticos, é possivel citar a Maytenus
ilicifoila M., a Stryphnodendron adstringens Mart., e a Peumus boldus Molina,
respectivamente.

No Brasil a C. racemosa € popularmente usada por sua acgéo cicatrizante,
para fechar feridas abertas, bem como por outras propriedades a ela atribuidas,
tais como: acbes adstringentes, anti-inflamatéria, diurética, aliviadora de
distarbios hepéticos e estomacais e anti-inflamatoria da garganta e cicatrizagao
de feridas (CORREA, 1984; SOUSA et al.,2012). Os indigenas de origem guarani
a chamam de “yguard haimbe” e a usam por suas propriedades cicatrizantes,

destacado por Correa (1984):

...._ as espécies deste género, naturalmente por sua forma
estranha e bizarra, despertaram sempre a atencao ou curiosidade dos indigenas ou aborigenes
de seu extenso habitat, o qual apenas néo inclue as regides frigidas do globo; e dessa
curiosidade, naturalmente agucada pelo interesse ou necessidade de medicamentos que
trouxessem allivio &s dores physicas, da-nos a idéia nitida a enumeracdo das virtudes
therapeuticas atribuidas a taes plantas, sendo que muitas delas tém sido scientificamente

experimentadas e algumas devidamente comprovadas...” (CORREA, 1984).
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Essa curiosidade, interesse e uso medicinal de espécies do género
Cuscuta, citada por Correa (1984), vem sendo comprovadas ha muito tempo,
como por exemplo a C. chinenis Lam. e C. reflexa Roxb., utilizadas de longa data
na Medicina Tradicional Chinesa (MTC) e na Medicina Ayurveda, por suas
inimeras acdes terapéuticas similares as atribuidas a C. racemosa Mart. e
outras espécies deste género. Estas, portanto, sdo as duas espécies em que foi
encontrado maior nimero de artigos publicados, disponiveis nas bases de dados
Web of Science, Pubmed e Scopus, conduzindo estudos “in vitro” e “in vivo”,
realizados com o objetivo de investigar as atividades terapéuticas e, avaliar
dados toxicolégicos dos diferentes extratos e fragfes das plantas. (Quadros 3 e
4)

De acordo com Uddavanti e colaboradores (2012) a C. reflexa é utilizada
na medicina tradicional Ayurveda por sua atividade depurativa para tratamento
de distarbios hepaticos, reducéo de tosse e prurido e por sua acao vermifuga.
Somam-se a estas atividades, o uso da C. chinensis Lam., conhecida na MTC
por “Tu-Si-Zi” e empregada como tonica hepatica, depurativa renal, antiabortiva,
antidiarreica, afrodisiaca, prevencdo ao envelhecimento, acdo antibacteriana,
cicatrizante e anti-inflamatéria. Estas atividades podem ser relacionadas,
provavelmente a presenca de compostos fendlicos e flavonoides, comuns as
diferentes espécies que compdem este género (YAHARA et al., 1994; YEN et
al., 2008; RAZA et al., 2015; NIAZ| et al., 2017)

Ha indicios que corroboram mostrando que as atividades de interesse das
plantas deste género, descritas em estudos realizados, realmente podem estar
relacionadas as ag¢des de taninos, flavonoides e outros fendlicos presentes nas
amostras testadas. (INAMDAE et al., 2011; LEE, 2011; UDAVANT et al., 2012b;
SHARMA et al., 2014)

Compostos fenolicos derivados do &acido cafeico, p-cumarico e
hidroxicinamatos (C6-C3), foram encontrados nas espécies C. chinensis Lam
(YAHARA et al., 1994;) e C. reflexa Roxb. (RIAZ, et al., 2017), e em C. racemosa
Mart. (SOUSA et al., 2012). Flavondéides como quercetina e derivados e canferol,
foram -apresentados em C. reflexa Roxb (PRASSAD et al.,2016;), C. chinensis
Lam. em frutos (YAHARA et al., 1994;), sementes (LEE et al.,2011, JIAN-HUI et
al.,2003; YANGET, 2009.; LIJUAN et al.,2011) em C. epithymum Murr
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(SNAFI.2016; MEHRABANI et al., 2007) em sementes de C. campestris nas
sementes (LEE et al.,2011) e caule (LEE et al., 2011), na C. racemosa Mart.
(SOUSA et al.,2012; FERRAZ et al., 2011b).

Ao realizar a revisao da literatura, conforme dados disponiveis no Quadro
4, verificou-se que de fato, conforme Loffler (1997) e colaboradores haviam
verificado em seus estudos, os compostos fendlicos sdo componentes presentes
e descritos em sua maioria em diferentes espécies do género Cuscuta, variando
em concentracdes e compostos de acordo com a planta hospedeira. Cosntatou-
se haver variabilidade destes compostos ou em suas porcentagens quando a
Cuscuta esta associada a diferentes espécies de hospedeiras, ou ha mesma
hospedeira em diversas épocas de coleta e/ou alteracées climaticas (LOFFLER,
et al.,1997).

Em 2011, Ferraz e colaboradores publicaram dois estudos avaliando
extrato bruto liofilizado e extrato metandlico obtidos a partir do caule da C.
racemosa Mart., investigando atividades antioxidantes e antinflamatoria,
atribuida a presenca de compostos fenodlicos, notadamente nas fracbes de
flavondides e alcaldides. (FERRAZ et al., 2011a; FERRAZ et al., 2011b).

O p6 do material vegetal seco obtido de Cuscuta racemosa Matrt., é usada
popularmente no Brasil, na india e na China para cicatrizacdo de feridas,
atividade atribuida a presenca de flavonoides e saponinas. E interessante
destacar que a atividade cicatrizante destes compostos encontrados, esta
relacionada a aplicacdo do extrato de barbatimao (Stryphnodendron adstringens
M.), de uso exclusivamente externo, indicado para cicatrizacdo de feridas e
assepsia em afeccbes cutaneas superficiais. Estudos descrevem efeito
cicatrizante do extrato da casca, devido a presenca de saponinas e flavonoides.

A acdo antioxidante destes compostos, presentes nas espeécies que
compdem o género vém sendo bastante estudadas, tanto em modelos de cultura
celular ou em modelos de experimentac¢ao animal. Szeto e colaboradores (2011)
avaliaram a acao protetora antioxidante do extrato de semente da Cuscuta
chinensis Lam. em cultura de linfécitos do baco e acao redutora de dano ao DNA
mitocondrial causado pelo envelhecimento em modelos de experimentacdo

animal com ratos envelhecidos.
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Ferraz e colaboradores (2011b) relacionou a atividade bacteriostatica
também aos compostos fendlicos presentes na plantaC. racemosa Matrt. frente
algumas cepas de microrganismos presentes na microbiota cutanea.

A acao antimicrobiana dos extratos etandlico e cloroférmico de C.reflexa
Roxb. foi testada em ensaio de difusdo em agar frente as cepas de
microrganismos E.coli (ATCC-25922), Staphylococcus aureus (ATCC-25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), Proteus vulgaris (ATCC 6380),
Salmonella paratyphi (ATCC-9150), Shigella sonnei (ATCC-25931), Salmonella
typhimurium (ATCC-25241) e Klebsiella pneumonia (ATCC-27736), mostranto
melhor atividade, na concentracdo 55 mg/mL quando comparados ao
cloranfenicol (MATEEN, SURESH & AHMED, 2011). A semente desta espécie
também foi avaliada por sua atividade antimicrobiana, acédo que foi atribuida a
presenca de compostos hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos, tais como
piperitona, cariofilena, canfora, entre outros, identificados através da GC-MS
(SHARMA et al., 2014).

Estudos para identificacdo de compostos quimicos, ndo identificaram a
presenca de 6leos essenciais nos extratos de C. racemosa (SOUSA et al., 2012),
porém fram isolados da C. racemosa Mart. lignanas e flavondides (quercetina,
camferol, accuminatolida, pinoresinol, = 9a-hydroxysesamin e 9[-
hydroxysesamin) utilizando a Droplet Counter-Current Chromatography (DCCC).
As lignanas sdo estrutura quimicas, caracterizadas como fenilpropandides
(ALONSO, 2008), anteriormente estudadas por sua associacdo a possiveis
acOes de defesa da planta frente a diversos microrganismos, apresentando acéo
antifiingica e propriedades inseticidas (WILTER et al., 2006; SOUSA et al., 2012)
e por suas atividades antitumorais, anti-inflamatorias e antioxidante (PAN et al.,
2009).

Extrato bruto e fragbes da C. racemosa apresentaram acao
antiulcerogénica, sendo que a fracdo flavonoidica testada apresentou maior
efetividade (FERRAZ et al., 2011a). Agédo antiulcerogénica dos flavonoide
quercetina e catequinas, presentes na Maytenus ilicifolia Mart., popularmente
conhecida como Espinheira santa, e utilizada por sua agao protetora da mucosa
gastrica, foi avaliada anteriormente em modelos experimentais in vivo e in vitro,
mostrando ag&o inibidora da secrecdo 4cido-gastrica (CARLINI &
FROCHTENGARTEN, 1998), dada por uma acao redutora de pH gastrico similar
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a indometacina. Estes compostos também foram avaliados quanto a sua
toxicidade e a avaliacdo do extrato das folhas ndo mostrou toxicidade (ANVISA,
2016).

Estudos em modelo animal, com extrato metandlico de C.epithymum L.
e extratos etandlico e aguosos nanoparticulados de sementes de C.chinensis
Lam. mostraram efeito hepatoprotetor (AL-AL-SNAFI.2016; JAFARIAN,
GANAPATY et al.,, 2013b) em potencial com reducao de estresse oxidativo
causado por tetracloreto de carbono bem como agéo hepatoregeneradora (YEN
at al, 2008; DONNAPEE et al., 2014).

Em 2014, Wang e colaboradores avaliaram o0s extratos aquosos e
etandlicos das sementes C.chinesis em comparacdo com o arbutina, para avaliar
sua acao inibidora da melanogénese, para uma possivel aplicacdo topica e
cosmética clareadora e concluiu-se que ambos os extratos influenciam na
melanogenese ao regular a atividade da enzima tirosinase, por um possivel efeito
anestésico, porém, nenhuma das fracdes avaliadas, foram determinantes para a
inibicdo da atividade desta enzima.

A acdo da quercertina, uma das estruturas flavonoidicas mais
conhecidas, presente no extrato das sementes C. campestris Yuki, foi avaliada
via oral quanto a sua atividade antiproliferativa e redutora de prurido em
pacientes com dermatite atopica, resultando em uma siginificativa acdo de
controle da pigmentacéo destes (MEHRBANI et al., 2004).

A espécie C. campestris Yunck também foi avaliada em 2014 por sua
atividade anti-inflamatoria e antiproliferativa, acdo atribuida pelos autores a
presenca de flavonéides como quercetina, canferol e rutina (MEHRBANI et al.,
2004), compostos quimicos também presentes no extrato de C. racemosa e
identificados em estudos anteriores (FERRAZ et al., 2011; SOUSA et al., 2012).

As diversas espécies do género Cuscuta foram estudadas por suas
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antiproliferativa dada a presenca de
flavonoides e alcaloides (PAN et al., 2016; FERRAZ, et al.; 2011; LI et al., 2015)
em sua composicgao.

Em 2011, com o objetivo de avaliar a acdo anti-inflamatoria da C.reflexa
Roxb., Suresh e colaboradores estudaram o extrato aquoso “in vitro” em modelo
de inflamacéo induzida por lipopolissacarideo (LPA) em cultura de macréfagos

murinos para avaliar a acao dos genes envolvidos na liberacdo da COX-2 e TNF-
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a durante o processo inflamatério. Efeitos anti-inflamatorios e citotéxicos do
extrato metanolico (EM) da C. reflexa e sua fracdo acetato de etila (EAE) também
foram avaliados por ensaios de estabilizacdo da membrana de HRBC e no
ensaio de citotoxicidade do camaré&o salino, que resultou nos valores DLso de
384,08 g/mL (EM) e 184,86 g/mL da (EAE) (UDAVANT, SATYANARAYANA &
UPASANI, 2012) e confirmou a potencial acdo anti-inflamatéria das amostras,
também avaliadas em outras espécies de Cuscuta., tais como C. chinensis, por
sua acgao reguladora de citoquinas (RAJU et al., 2015) e C. racemosa por seus
efeitos conforme descritos anteriormente (SOUSA et al., 2012).

Relacionado a acéo citotéxica C. racemosa ja foi avaliada anteriormente
no modelo experimental de Artemia franciscana, para determinar a letalidade do
extrato bruto e fragdes derivadas (FERRAZ et al, 2011).

Ensaios de toxicidade para determinacéo da DLso foram realizados in vivo
e acdo ndo genotdxica, comprovada por estudos in vitro, por meio do teste de
micronucleo (ANVISA, 2016).

Além de flavonoides com conhecida acdo antioxidante ha evidéncias
descritas na literatura de que algumas espécies do género Cuscuta apresentam
fracdes de alcaloides de nucleo indélico (PEREZ-AMADOR et al.,1996) e esta
caracteristica levanta considera¢des sobre uma possivel atividade antitumoral a
ser investigada (FERRAZ et al.., 2011a).

Os alcal6ides representam um dos grupos mais importantes do
metabolismo secundario vegetal, com grande numero de substancias descritas
e identificadas, encontrados em cerca de 40% das familias com diversidade
estrutural e atividade farmacologica, sdo compostos predominantes nas
angiospermas. (ECHEVERRIA & NIEMEYER, 2012). A origem do termo remete
ao arabe “al kaly” ou “al-quali” similar a soda e ao grego “eidos” relativo ao
aspecto e sdo assim chamados pois a maior parte dos compostos apresentam
carater alcalino em solugdo, a exceg¢do de colchicina, piperina, oximas
(BRUNETON,1997,SIMOES et. al., 2001). Em sua origem, formados a partir de
aminoacidos, sdo produzidos como um mecanismo de protecdo contra
predadores, especula-se sua fungdo como substancias reguladoras de
crescimento ou de reserva nas plantas (ECHEVERRIA & NIEMEYER, 2012).
Sado compostos nitrogenados de estrutura quimica heterogénea muito

diversificada, que podem conter um ou mais atomos de nitrogénio, estes podem
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apresentar-se ligados a estruturas simples nao heteroclicica, como a efedrina ou
complexas, ligados a um sistema heterociclico, (OLIVEIRA et al., 2010;
HARBORNE,1973).

Os alcaldides indolicos apresentam nucleo aromético, como parte de sua
estrutura quimica, e sdo conhecidos tanto pela acéo alucinégena presentes na
espécie Ipomoea violacea e identificados em C. monogyna e C. chinensis
(GARCIA et al, 1995como pela a¢éo colinérgica da ioimbina obtida da casca da
Pausinystalia yhimbine e antitumoral da vimblastina presentes na Vinca rosea,
(ALONSO,2008).

Espécies do género Cuscuta, como C.reflexa Roxb foram estudadas para
avaliacao de sua atividade antitumoral em papiloma dérmico (NISA et al.,1986),
em células Hep3B, para avaliar acdo antitumoral, verificando capacidade do
extrato na inibicdo da atividade inflamatoria induzida por LPA e na indugéo da
apoptose celular (SURESH et al., 2011) e em células MCF-7, apresentando
reducao do crescimento tumoral em modelo “in vivo” (BHAGAT et al., 2013).
Acdes antitumorais foram também estudadas em espécies C. chinesis e acdo
citotoxica foi atribuida a presenca de glicosideos (MAVLONOQYV et al., 2008).

Em um levantamento bibliografico sobre a composicédo da C. chinenis,
Donnapee e colaboradores (2014) relatam a presenca de cerca 83 de compostos
quimicos diferentes identificados nesta espécie, em diferentes partes da planta,
abrangendo partes aéreas, sementes e caule. Sao relacionados 19 flavonoides;
13 acidos fendlicos, 2 esterdéides, 1 hidroquinona, 10 dleos volateis, 23 ligninas,
5 alcalbides, 9 polissacarideos, 2 glicosideos resinosos e 16 acidos graxos.

O interesse pelo estudo das atividades acima relatadas esta relacionado
a caracteristica “imortal” atribuida a Cuscuta, uma vez que a planta, floresce
apos o periodo de chuvas, ap6s permanecer em estado de dorméncia no solo
ap0s os meses de seca. Estas espécies podem ser consideradas plantas
adaptogenas e, sob condicbes de estresse pode apresentar aumento da
concentracdo de antioxidantes, indicando uma potencial utilizacdo em
formulagcbes cosméticas, com acéo preventiva ao envelhecimento (UDAVANT,
SATYANARAYANA &UPASANI 2012), ou agao medicamentosa, com diminuigéo
de células tumorais. Se for confirmada a a¢do sobre linhagens celulares distintas,
nao tumorais e tumorais , este estudo pode contribuir com a busca de novos

farmacos mais seletivos e menos citotoxicos, 0 que aumenta o0 interesse
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cientifico em avaliar, por meio de métodos experimentais alternativos ao uso de
animais, validados pela Oganizacdo para Cooperacdo e desenvolvimento

Econdmico (OECD), a seguranca e eficacia da C. racemosa Matrt.



QUADRO 4: Levantamento bibliografico sobre Ensaios do Género Cuscuta

papiloma na pele e reducdo da
transformacéo do carcinoma

Espécie Parte Extrato ou Fragdes | Modelo Experimental/ Dose Resultados Referencias
vegetal
C. australis sementes Agdo imunolégica Gu et al., 2001
C.campestris planta seca |Extrato etanolico Modelo animal ratos: Analgesia|Acdo analgésica, anti-inflamatoéria, | Aga, Saltar &
Yuncker Extrato 50-100mg/kg X p- | hipotérmica e tranquilizante do | Galal, 1996
benzoquinona; Acéo anti- | SNC.
inflamatoria: 100mg/Kg X
carragenina,: Acdo antipirética: 50-
100mg/kG x solugdo de levedura;
Modelo de Condicionamento
comportamental (Evitar e escapar)
50-100mg/kg x chorpromazina.
C. campestris. X | partes extrato metanolico | Ensaio de citotoxicidade em MTT em | Citotoxicidade: Dlso 36,31y g/mL. | Behbahani, 2014
Ocimum basilicum, | aéreas linhagens celulares MCF-7 e MDA-
Alhagi  maurorum, MB-231, e linhagem normal de
Calendula officinalis mama MCF 10A; Apoptose: PCR
C.campestris Semente extrato aquoso + |Duplo cego randomizado x placebo |32  pacientes: aumento de|Mehrbani et al.,
Yuncker Soro de Leite 52 pacientes x500mg/ dia por 30 dias | hidratacé@o e elasticidade da pele , | 2015
para dermatite atopica severa. reducdo de prurido, melhora da
qualidade de sono, sem alteragéo
significativa na pigmentacdo, pH
cutaneo ou produgédo sebéacea.
C chinensis Lam. sementes MTT em macrofagos Acéo anti-inflamatoria (C.| Lee etal., 2011.
X processadas campestris) e acdo antiproliferativa,
C. campestris | por acao antioxidante (polissacarideos)
Yunck. aqueciment aumento de anticorpos e a de
0 linfocitos, aumento em 23 x de
quercetina sementes processadas
com aguecimento
C. chinensis Lam. planta toda |Extrato aquoso Camundongo 1g/Kg 3x /semana Antitumoral pele inibicAo do | Nisa et al., 1986;

CCRF-CEM e JM celulas 1-25pg/mL

Acdo citotoxica em células de
leucemiaem linfocitos humanos

Zeraati et al,
2010;

MES Ratos 1g/kg vo

acdo anticonvulsivante

Suresh, et
al.,2012., Gupta,
etal., 2003

Extrato metanolico

Modelo bactéria: 0,1mg

Acéo Positiva

TRp-1

antimutagenica.

Nakahara, et al.

2002;
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semente

extrato aquoso

Ensaio do Cometa :
em linfocitos humanos

genoprotecao

N&o mostrou acdo protetora do
DNA 2g: 200mL H20

Szeto et al, 2011.

LPS estimulado por BV-2 Microglia,
RT-PCR (INOS) e western- bot
(COX-2mRNA)

Acdo redutora da inflamagéo:
Reducdo de NO e PGEZ2, reducgéo
de TNF-a, IL-1pB, IL-6.

Kang et al, 2014

extrato aquoso e
extrato etanolico

Ensaio de inibicdo da tirosinase em
cogumelos;

Anti-melasma e  anti-efélides:
inibidor ndo competitivo de
tirosinase (extrato aquoso)
comparado com  arbutim e
medquinol); IC50 12mg/mL

Wang et al, 2014

extrato aquoso e
extrato etanolico
500ug - 2mg/mL

Ensaio in vivo de inibicdo da
tirosinase em larva de zebra fish;

Anti-melasma e anti-efélides: néo
apresentou ressultado em Extrato
estanolico; apresentou reducgéo da
acdo de tirosinase e reducgdo de
pontos com melanina no Extrato
aquoso.

Wang et al, 2015

extrato etanolico

Promotora da melanogenese

Yan & Di, 2006

extrato aquoso

Acdo inibidora da melanogenese

Yang et al, 2012.

extrato etanolico e
fracbes

Ensaio ALP em Osteoblastos-like
(células UMR-106); ERE (acédo
estrogenica) eAtivacdo proteina Ap-
1(acdo antiestrogenica) em células
Hela

Aumento da diferenciagdo do
osteoblasto e da mineralizacao
O0ssea ALP-(Canferol e
hiperisideo); Aumento  de
proliferagdo  (Astragalin): acéo
estrogénica todas as fragbes -
guercetina, canferol e
isorhamnetina com acgéo agonista
de receptor ER-B.

Jian-Hui et al,
2003; Yanget,
2009.; Lijuan et
al, 2011

extrato aquoso,
extrato etanolico e
nanoparticulas  de
extrato etanolico

ratos 125- 250 mg/Kg extratos
aquoso e etanolico, 25-50mg/kg
nanoparticulas

Acéo hepatoprotetora e
hepatoregeneradora.

Yen at al, 2008;

fracdo organica e
flavonoides

células Hela 1,5,10,50,100ug/mL
Fracdo organica e 1,5,10,50uM
flavonoides isolados

Estimulo ao crescimento das
células Hela  via receptor
estrogenico ERa e ERB, pelo
extrato etanolico.

Yang et al., 2011,
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fracdo organica e
flavonoides

células MC7-T47D
1,5,10,50,100pg/mL Fracdo organica
e 1,5,10,50uM flavonoides isolados

Estimulo ao crescimento das
células de cancer de mama 10 uM
flavonoides isolados

Umerhara et al.,
2004;

extrato etanolico

Ratos: tratados com OVA 100 pg.
Células do bacgo: 100, 200 and 400

Ha/kg

Aumento da proliferacéo celular,
aumento de anticorpo especifico.

Pan, Sun & Pan,
2005

Extrato metanolico

HPLC, MTT 8,72-59,53ug/mL.

Acdo citotoxica em linhagens
celulares: MG-63, MCF-7, SMMC-
7721

Donnapee et al.,
2014

Extratos aquoso e
etandlico e fracdes

DPHC

acdo antioxidante e  maior
concentracéo de flavonol: Fracéo

Yen at al, 2008b

n-hexano, ethyl etyl acetate ; Ausencia de acgéo e

acetato, n-butano, baixo teor de flavonol: extrato

aguosa organica. aquoso

Extrato Rato: IP 10mg/kg x CTX acao imunoprotetora X | Raju, et al., 2015.

quimioterapia, acdo uroprotetora.

extrato etanolico

Ratos: tratados com OVA 100 ug.
Células do baco: 100, 200 and 400

Ha/kg

Aumento da proliferacdo celular,
aumento de anticorpo especifico.

Pan, Sun & Pan,
2005

polissacarideos
isolados

modelo animal ratos velhos vo
400mg/Kg, 100mL e 200MM por 42
dias

reducédo de apoptose em celulas do
miocardio, acao anti-
envelhecimento.

Sun, et al., 2014.;

extrato metanolico

modelo animal rato vo 20-500mg/kg

Anti-inflamatoria reducéo de
edema induzido por y- carragenina
em 04 horas.

Liao, et al., 2014;

C. chinensis Lam.

semente 2%

Bioensaio Luciferase

Atividade antiprogestogenica

Ahmed et al,
2014

MTT citoxicidade- PAE cell

40-100ug/ mL nao citotéxico

Ahmed et al,
2014

C. chinensis Lam;
C. epithymum,;

partes
aéreas

Extratos Ensaio de citotoxicidade em MTT em | Extratos de cloroférmio de C. |Jafarian,
cloroformico e | Linhagens de células tumorais: Hela, | chinensis e C. epithyum reduziram | Ghannadi, e
Hidroalcéolico. HT29 e MDA-MB-468 . Extratos a: 1, | significativamente a viabilidade das | Mohebi, 2014.
10, 50, 100 and 500 pg/ml. células Hela, HT-29 e MDA-MB-
468.

extratos Linhagens celulares tumorais: MDA- | MDA-DB: Extrato  hidroalcolico | Al-Snafi.2016;
hidroalcoolico e | DB-468; HT29, Hela. reduziu viabilidade celular ICso | Jafarian,
cloroférmico 340 g/mL Ghannadi e

Mohebi, 2014.
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C. epithymum caule extrato metanolico Difusdo em  agar. atividade | Moderada atividade antimicrobiana | Biwas et al,
antimicrobiana 500ug/ disco : B.|B. megaterium (CIM 4,96mg/mL),|2012.; Al-Snafi,
cereus, B. subtillis, B. megaterium, | P.aeruginosas(CIM  3,03mg/mL), | 2016.
P.aeruginosas, S. aureus, E.coli,|E.coli (CIM 3,47mg/mL), S.
S.sonnei, S. dysenteriae, V. |typhi(CIM 4,07mg/mL).
cholerae, S. typhi - Diluicdo e
letalidade brine shrimp.
C.epithymum L. extrato metanolico DPPH, radicais: superoxido e | Acdo antioxidante 360ug Al-Snafi.2016;
hidroxila Jafarian,
Ganapaty et al.,
2013a
C.epithymum L. planta toda |extrato metanolico In vivo: rato x CCls hepatoprotecao: reducéo de | Al-Snafi.2016;
estresse oxidativo. Jafarian,
Ganapaty et al.,
2013b
C.epithymum Murr. Extrato Rato vo 50mg/kg x pentylenetetrazol. | Atividade anticonvulsivante Al-Snafi.2016;
hidroalcoolico Mehrabani et al.,
2007
C. japonica Choisy |sementes Extrato aquoso Rato: D.O. 50-100mg/kG por 21 dias/ | Estimulo neuronal: proliferagéo, | Moon, et al. 2016
neurogenese- cognicao diferenciagdo e maturagéo celular;
Melhora cognitiva e aprendizado.
extratto etanolico e | Plasma de rato - ECA 460-596ugM | Redugdo em 50% ECA, ac¢éo anti- | Oh, et al., 2002
fracdes hipertensiva
C. paniflora Tem. Triplo cego 500mg/ 08 semanas atividade antidepressiva Al-Snafi.2016;
Firoozabadiet al.,
2015
C. pedicellata lledeb. extrato etandlico e |In vivo: ratos perfil Lipidico sérico | Acdo redutora de peso. | Zekry, et al.,2015
fracbes n-hexano, | Dieta de engorda 2 meses: Extrato e | naringenina-7-Of-D-glucosideo:
etilacetato, frac6es 400mg/kG x Orlistat. acdo redutora de colesterol.
metanol/etilacetato.
C.racemosa Matrt. planta toda |Ecologia Presenca de insetos e arachideos Reducéo de insetos Andrade, Arauljo

em hospedeira na presenca de C.
racemosa

herbivoros(mastigadores e
sugadores) possivel acdo
competitiva pelo aclcar e
nutrientes fotoassimilados do
floema da hospedeira. Aracnideos,
néo parece influenciar a
populacdo- possivel busca de
abridgo.

e Neves, 2007.
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Extrato bruto e
fracdes: cloroformio,
etil acetato,
etanolica,

etanolica/agua,
direcionada para
alcaldides

Ensaio de citotoxicidade Extrato
bruto DL50: 231pg/mL;

Ensaio de citotoxicidade in vivo
Artemia franciscana (Brine shrimp)
Img/mL;

Ferraz et al (b),
2011

extrato bruto em
alcool 70%

Ensaio antimicrobiano Extrato Bruto
0,5,1,0,1,5,2,0mg/mL

Diluigdo em meio liquido X
Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 e Escherichia coli ATCC 10536,
Candida albicans ATCC 10231 e
Aspergillus niger ATCC 16404.

Atividade antimicrobiana S. aureus
CIM 2mg/mL

Ferraz et al (b),
2011

Extrato bruto em
alcool 70%, extrato
bruto 400mg/Kg e
fracbes cloroformio
3,04mg, etyl
acetato13,6mg,

etanolica 145mg

Modelo animal ratos Wistar machos
e femeas Dose aguda e cronica

Acdo antiulcera Extrato Bruto em
alcool 41,27% inibicdo (fracdes tb)

Ferraz et al.,
2011a

extrato bruto em
alcool 70%

MDA: cerebro homgeneizado de
ratos Extrato bruto em etanol 70%
0,125-1,25pg/mL; fracdo etanolica
0,06-1pg/mL

Acdo antioxidante extrato bruto
9,31ug/mL
Fracéo etanolica: 4,36pg/mL

Ferraz et al.,
2011a

extrato bruto em

camundongos Dose Unica Extrato

Toxicidade aguda: alteracbes em

Ferraz et al (a),

alcool 70% Bruto 5 g/Kg peso de coracdo e pulmoes de|2011
camundongos machos.

Fracao DCCC - Separacdo de compostos |Lignanas associada a ac¢do|Sousa etal, 2012

diclorometano 0,33g | por cromatografia antimicrobiana, antifungica,

em 2mL solvente antiviral, anti-pragas, inseticida,

com acao biologica antitumoral,
antiinflamatoria, imunosupressora,
antioxidante e tonica
cardiovascular.
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C. reflexa Roxb. x |plantatoda |extrato bruto | método DPPH ( antioxidante); | anti-inflamatoria: todos os extratos | Raza et al., 2015.
Carthamus etanolico, fragbes n- | Difusdo em &agar Bacillus sp AQ-1, |reducdo de DPPH citotoxicidade
oxyacantha hexano, acetato de |AQ-2, AZ-1, AZ-2 09-62 pg/mL e antimicrobiana
etila e cloroformica. demonstrada em todos os extratos
e fragdes.
C.reflexa X Etyl acetato 300ug Difusédo em agar x Bacillus | Demosntrou  sucetibilidade ao |Islam et al, 2015.
Aesclynomene subtilis IFO 3026, Sarcina lutea IFO | extrato combinado: E. coli, P.
indica 3232, Xanthomonas campestris IAM |vulgaris, K. pneumoniae, P.
1671, Escherichia coli IFO 3007, |denitrificans. Individualmente os
Klebsiella pneumoniae ATTC 10031, | extraos mostraram uma acgéo
Proteus vulgaris MTCC 321 and |pequena.
Pseudomonas denitrificans KACC
32026
C. reflexa Roxb. partes extrato metandlico e | Ratos: tratados com 200 and 400 | Ndo apresentou acéo | Rath et al., 2016
aéreas aquoso mg/kg hipoglicemiante no grupo controle
normal, apresentou reducdo de
taxa da glicose no sangue dos
grupos tratados acdo: antidiabética
extrato etanolico ratos anestesiados com pentothal. Reducdo da pressdo arterial e|Gilani & Aftab,
frequéncia cardiaca, efeitos | 1992
hipotensivos e bradicardicos
independentes da estimulacdo do
receptor colinérgico ou bloqueio do
receptor adrenérgico.
plantatoda |extrato metanolico |ensaio de inibicdo da tirosinase em | Inibicdo da tirosinase 28,9% Adhkali et al,
cogumelos; 2008;
Atividade DPPH IC50 359,48ug/mL Vijikumar, 2011;
caule pasta com a planta | uso popular: eczema e caspa e lepra Gaur, 1999;

Jyothi et al, 2010;
Sinha et al, 2013,
Upadhyay et al.,
2010;

extrato alcoolico e
extrato aquoso

HPE 100,200 e
ibuprofen 40mg/kg

400mg/kg X

Antiinflamatéria 16-20g
camundongos albinos F e M,;
Toxicidade em em ratos albinos
(n&o toxico 200mg/kQ);

Katiyar et al,
2012;
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extrato alcoolico

Gram +: S. aureus, B. subtilis Gram :
E. coli, P.aeruginosa, Fungi: A. niger

Antimicrobiana: Gram - e Fungos

Inamdae et al,
2011;

éter de
propilenoglicol e
extrato etanélico

extratos 250 mg / kg em ratos
machos albinos suicos em alopecia
induzida por ciclofosfamida

alopécia: crescimento capilar e
proliferacéo capilar ativa

Patel et al., 2014

fracbes

Ensaio SRB 25-50uM amostras em
Células HCT 116

acdo antiproliferativa moderada
das fracoes: escoparone, acido p-
coumarina, stigmasta-3,5 diene.

Riaz, et al., 2017

extratos metanolico,
eter petroleo e
cloroformico.

Ensaio em Pheritima posthuma
(helminto) 20-50

todos o0s extratos: Inibicdo na
motilidade; ac&do dose dependente

Udavant, et al.,
2012.b

Extrato de ester de
petroleo, fracdo
esterol

In vivo: rato ( testosterona) Topico
Sol. Extrato 2% + veiculo por 20 dias;
In vitro: enzima 5-aredutase Extrato,
Fracdo e finasterida 0,1-0,5mL;
Avaliacéo histologica.

Acdo anti-alopécia: Aumento das
fases anagena e telogena de
crescimento capilar; acdo anti-
androgénica: inibicdo de enzima 5-
aredutase com ICso Extrato, Fragéo
e finasterida: 1,78mg, 0,19ug e
0,77ug.

Pandit et al.,
2008

Extrato metandlico e
fracdo Etyl acetato.

HBRC; Ensaio de Letalidade Brine
Shrimp.

acdo anti-inflamatéria e acédo
citotoxica ICs0 277,83pg/mL
(Extrato metanolico) elC50

219,94ug/mL (Fracéo etyl acetato);
citotoxicidade DL50 257,73ug/mL
(Extrato metanolico)
eDL50184,86pg/mL (Fracdo etyl
acetato) .

Udavant, et al.,
2012.

Extrato metanolico

Ratos STR, Estimulo Bioquimico de
catecolaminas

Age no receptor GABA

Suresh, et
al.,2012.; Akbar,
Nisa e
Tariq,1985.

Fonte: Adaptado de Ferraz, 2002 p.30-4 e Donnapee et al., 2014 p.8-10; Malik et al, 2015; Pandit et al., 2008; Sharma et al, 20114.
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1.3. Estudos de Citotoxicidade e Fototoxicidade.

Para se avaliar a seguranca da amostra de uma substancia que apresenta
potencial terapéutico a ser incorporado em cosmeéticos e, ou medicamentos faz-
se necessario avaliar o potencial de toxicidade em ensaios de citotoxicidade,
fototoxicidade e genotoxicidade, desenvolvidos “in vitro” por meio dos chamados

métodos alternativos.

Métodos alternativos:  procedimentos validados e
internacionalmente aceitos que garantam resultados semelhantes e com
reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a mesma meta dos
procedimentos substituidos por metodologias que: ndo utilizem animais;
usem espécies de ordens inferiores; empreguem menor numero de
animais; utilizem sistemas organicos ex vivos; ou diminuam ou eliminem
o desconforto (BRASIL, Artigo 2 do Decreto n° 6.899/2009)”.

De acordo com o Guia para Avaliacgdo de Seguranca de produtos
Cosmeéticos (ANVISA, 2012), os ensaios que compdem os métodos alternativos,
propdem a reducéo e o refinamento do uso de modelos animais e, a substituicdo
destes, para realizacdo de testes aceitos internacionalmente, com validacao
cientifica, que possuam resultados reprodutiveis e que possam ser aplicados
com seguranga nos modelos “in vivo”. Este Guia define métodos aceitos para
avaliacdo de seguranca e testes de permeacao de matérias-primas de interesse
cosmeéticos, baseados nas normas da OECD, conhecidos como métodos
alternativos.

Os métodos alternativos séo, portanto, o conjunto validado de ensaios “in
vitro”, atualmente aceitos para avaliagcdo de seguranca em cosméticos. (Brasil,
LEI N° 15.316, DE 23 DE JANEIRO DE 2014). Estes métodos sdo embasados
em principios éticos que propdem protocolos alternativos para se estudar as
interacOes de irritabilidade, toxicidade e permeacdo de uma substancia, bem
como alguns efeitos terapéuticos como hidratagdo, potencial antioxidante,
cicatrizagdo, entre outros com as células alvo, que favorecam a substituicdo ou
quando esta nédo for possivel, a reducdo no numero de animais em testes ndo
clinicos (ANVISA, 2012).
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No estado de S&o Paulo, a Lei no. 15.316 de 23 de janeiro de 2014 proibe
0 uso de animais para realizacdo de experimentos e testes em cosméticos,
produtos de higiene pessoal, perfumes ou seus componentes. A aprovacao
desta norma estd em concordancia com o principio dos 3 Rs, que preconiza,
quando possivel a substituicdo dos animais a serem usados na pesquisa
cientifica, realizando ensaios por métodos alternativos, como por exemplo 0s
ensaios em cultura celular (CAZARIN, CORREA & ZAMBRONE, 2014).

Os meétodos alternativos sdo embasados em trés pilares que sustentam o
principio dos 3 Rs, Reduction (reducdo), Refinement (refinamento) e
Replacement (Substituicdo), propostos inicialmente William Russel e Rex Burch
na publicacédo "The Principles of Humane Experimental Technique” 1959, estes
principios sdo aceitos mundialmente e tornaram-se pilares dos Comités de Etica
constituidos que visam a reducao no numero de animais a serem utilizados em
experimentacdes cientificas quando ainda necessarios, bem como regulamenta
condi¢cBes que envolvem o uso de animais nos experimentos .

Os estudos de toxicidade tém como objetivo principal prever em ensaios
“in vitro” possiveis efeitos adversos, manifestados pelo organismo em contato
com determinadas substancias quimicas, sejam elas de origem natural ou
sintéticas, presentes em um medicamento, cosmético, saneante, alimento ou
qualquer agente quimico para diversas utilizacdes (CAZARIN, CORREA &
ZAMBRONE, 2004). Estes estudos séo realizados por métodos alternativos “in
vitro” ou “ex-vivo”, e os métodos sao validados por instituicdes internacionais
OECD, COLIPA, ECVAM, CTEA, ICCVAM, que disponibilizam em seus
websites, diretrizes e protocolos que sdo documentos referéncias usados para o
desenvolvimento das pesquisas cientificas. Dentre os diversos métodos
alternativos validados e realizados em linhagens celulares eucariontes, estao:
fototoxicidade; teste do micronucleo in vitro; e citotoxicidade (ANVISA, 2012).

O teste de citotoxicidade é realizado através do contato da amostra
(substancia teste) em contato com células de mamiferos cultivadas com o
objetivo em se verificar se ocorrem alteracdes ou morte celular. Segundo
Freshney (2010), pode-se avaliar por meio deste teste a viabilidade celular,
medida através da proporcdo de células que permanecem vidveis apos estas
serem expostas a um procedimento traumatico. A viabilidade celular é, portanto;

um dos parametros mais utilizados, que pode ser evidenciado pela avaliacao da
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integridade da membrana celular, com o auxilio da exposi¢cdo a um Corante vital
ou nao vital. Tal parametro pode ser medido pela captacdo de um corante
impermeavel as células viaveis, a exemplo do Triplan Blue (TP), ou de um
corante absorvido pelas células viaveis, a exemplo do Vermelho Neutro (NR)
(NIH, 2001; ICCVAM, 2006). Para o desenvolvimento deste trabalho, com o
objetivo de avaliar o potencial citotoxico do extrato bruto de C. racemosa e de
sua fracao direcionada obtencéo de alcaldides, os testes validados usados para
este fim foram realizados pela utilizagdo das células Balb/ C 3T3 clone A3l
(fibroblastos murino) no teste de citotoxicidade com utilizacdo do corante vital
vermelho neutro (NR), que por sua caracteristica hidrossolivel consegue
atravessar a membrana celular e fixa-se ao lisossoma das células (ROGERO, et
al., 2003). Uma substancia com potencial citotoxico, rompe a membrana celular,
reduzindo a capacidade da célula em captar o corante vermelho neutro, portanto,
pode-se avaliar a viabilidade celular pela intensidade da cor na cultura celular,
esta sera mais intensa nas células que foram expostas a uma amostra de baixa
citotoxicidade.

Este ensaio é realizado na forma dose-resposta, para determinar a I1Cso,
ou seja, a concentracao da amostra que reduz em 50% a viabilidade celular em
comparacao ao controle celular, mensurada pela incorporacdo do corante vital
na célula. Através do valor calculado de ICso pode-se estimar o valor da DLso
(dosagem da amostra letal a 50% dos animais), através da equacdo de
regressao linear. O Valor encontrado € usado para determinar a dosagem inicial
da amostra para ensaios de toxicidade sistémica oral aguda e para se determina
a Dosagem letal minima (DL1o) (OECD 129, 2010)

“A fototoxicidade é definida como uma resposta toxica aguda induzida

por uma determinada substancia aplicada ao corpo (aparentemente em doses

baixas) apos a exposi¢ao solar” (OECD 432, 2004).

O teste de fototoxicidade 3T3 NRU, tem por objetivo determinar se a
substancia amostrada apresentara potencial citotoxicidade quando exposta a
uma dose de radiacdo solar ndo citotoxica em comparagdo a ndo exposicao a
radiacdo. O ensaio de fotoxicidade in vitro 3T3 NRU, determina a viabilidade dos

fibroblastos murino Balb 3T3 clone A31, expostos as amostras estudas (C.
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racemosa EB e EA e seus solventes) na presenca e na auséncia de luz UVA
(315 nm — 400 nm).

O teste de fototoxicidade, proposto pela metodologia (3T3 NRU), é
realizado pela exposicdo da célula de mamiferos em cultura primeiramente a
amostra testada e sua posterior exposicdo em uma Camara escura que simula
a exposicao da amostra a ser testada a radiacao solar, no comprimento de onda
da radiacdo UVA, por meio de irradiagdo por uma Lampada UVA. As amostras
fototoxicas podem causar dano celular pela ativagédo de radicais livres, causando
injurias e lise na membrana das células. As substancias potencialmente foto
reativas sdo aquelas capazes de absorver a radiacdo UVA. A citotoxicidade &
medida a partir da viabilidade celular, expressa em porcentagem e observavel
por meio da coloracao das células viaveis com o corante vital Vermelho Neutro,
apos 24 horas da foto exposicédo (OECD 432, 2004).

Este teste alternativo ao uso de animais, permite prever com efetividade se
as substancias identificadas como potencialmente citotoxicas seriam também
susceptiveis a acao fototoxica “in vivo”, apés aplicacdo topica, em medicamentos
e cosmeéticos (OECD 432, 2004), porém este método ndo € sensivel para prever
se a substancia amostrada possa causar alteracdes de origem de
fotogenotoxicidade, fotoalergia ou fotocarcinogenicidade. Ainda que nao
sensivel , avaliar o potencial fototoxico de uma substancia de interesse
cosmético ou dermatolégico por meio de um teste validado € essencial para o

desenvolvimento de um novo produto na industria (KEJLOVA et al., 2010).

1.4. Avaliacao antiproliferativa

A presenca de células tumorais ocorre em decorréncia de alteragdes
genéticas que podem ser causadas por varios fatores externos e produzidas por
varios mecanismos celulares, caracterizando uma célula que perdeu sua funcéo
uma vez que passa a se apresentar como uma célula desdiferenciada, que se
prolifera livremente sem controle e pode migrar para tecidos adjacentes podendo
realizar metastases (CARVALHO, 2006).

Os compostos glicosidicos da espécie de C. chinensis foram avaliados por

seu potencial antitumoral (MAVLONOYV et al, 2008). A presenca de compostos
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flavonoides e alcaloides previamente identificados na C. racemosa também
podem contribuir inibindo a proliferacdo celular descontrolada, um dos
mecanismos caracteristicos das células tumorais, por meio de sua acdo anti-
inflamatdria e antioxidante.

As principais caracteristicas das células neoplasicas que as distinguem
das células normais séo a proliferacdo descontrolada, diferenciacdo e perda da
funcédo, poder de invasao e de gerar metéastases. Uma das principais dificuldades
no uso da quimioterapia no cancer € que o tumor geralmente se encontra bem
avancado por ocasido do diagnéstico (RANG & DALE, 2001).

Os farmacos utilizados nos tratamentos antineoplasicos atuais apresentam
um alto grau de citotoxicidade por ndo apresentarem seletividade a célula
tumoral em seus mecanismos de acdo (BERNARDI, JACQUES-SILVA & LENZ,
2006).

Tais pesquisas tornam favoravel uma investigacao sobre a probabilidade
da espécie C. racemosa Mart. também apresentar atividade antiproliferativa,
podendo apresenta—se como uma alternativa da biodiversidade nacional a ser

utilizada em medicamentos.

2. OBJETIVOS:

Avaliar a seguraca e eficacia do extrato e fracdo de Cuscuta racemosa
Martius por meio de métodos “in vitro” recomendados por 6rgaos reguladores

de métodos alternativos.

2.1. Objetivos Especificos:

» Avaliacao exploratéria dos constituintes fitoquimicos majoritarios na C.
racemosa Mart. parasitando Lagerstroemia indica L.

» Avaliacdo do potencial citotéxico e fototoxico do extrato de C.
racemosa Mart. e sua fragao.

> Avaliacdo do potencial antitumoral e antimicrobiano do extrato da C.

racemosa Mart. e sua fragao.
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido & aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da
UNIFESP em novembro de 2015, recebendo a aprovacdo do mesmo em 07 de
julho de 2016, inscrito no CEP n. 5387211215 (ANEXO I).

Muito embora a C. racemosa Mart. ndo seja uma espécie nativa no pais,
ela se encontra adaptada e pode ser apresentar de forma endémica, e, como tal,
é utilizado como recurso de uso de conhecimento tradicional popular e, portanto,
0 cadastro de acesso ao patrimdénio genético sera realizado através do site do
SISGen, com previsdo de abertura a partir de 2017, atendendo a uma

recomendacao da Lei da Biodiversidade Brasileira Leil3.123/2015.

3.1. Coleta do Material.

Amostras de material vegetal pertencentes a espécie C. racemosa Mart.
foram coletadas entre os meses de marco e setembro de 2015, parasitando a
arvore ornamental espécie Lagerstroemia indica, popularmente conhecido como
"Reseda" ou "Quaresmeira" (Figura 1E) situadas as margens da avenida Abra&o
de Moraes, no Bairro do Ipiranga, em Sao Paulo — Brasil.

A exsicata para identificacdo da espécie foi submetida a especialista em
Convolvulaceae do Jardim Botanico da cidade Séo Paulo, Dra. Rosangela
Simao-Bianchini, e sera depositada no herbario posteriormente. A coleta,
preparo e identificacdo do material a ser herborizado foi realizada de acordo com
Manual de Procedimentos Herbarios, da Universidade de Pernambuco (NETO
et al., 2013).

3.2. Preparacao do extrato

O extrato foi preparado de acordo com a Farmacopeia Brasileira 52.
Edicao (2010), de acordo com fluxograma proposto na figura 4. Partes da planta
foram limpas e selecionadas e posteriormente dispostas em bandejas de
aluminio e secas em estufa (marca Marconi, modelo MA032/1) a temperatura de
45° + C durante 3 dias. Para determinar o ponto da secagem foi realizado um

teste visual de friabilidade do material seco. Em sequéncia, procedeu-se a
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moagem do material vegetal no moinho de pas (marca lka Works Modelo para
laboratorio Allbasic, Millis).

O material vegetal foi pesado em balanca semi-analitica (marca Digimeo,
modelo KN8000OC 220v) e seu peso foi de 65,5 g, seguiu-se com o preparo do
extrato fluido extraido por etanol 70% (p/p) por percolacdo. O extrato foi mantido
em contato com o solvente em um funil de separacéo protegido da luz (Figura 3)
por 7 dias. Ao final do processo, o macerado foi drenado, o liquido obtido foi
filtrado para se obter o extrato de fluido (EF). A quantidade obtida de extrato
fluido foi de 650 mL.

O solvente usado no processo de extracdo, etanol 70% foi removido com
a ajuda de equipamento rotaevaporador (marca Heidolph) acoplado a banho
maria (marca Heidolph) a 48° C, em 65 rpm com vacuo de 150mbar. O residuo
aquoso foi liofilizado (marca Liotop) por 04 dias. O extrato liofilizado foi peneirado
em malha 25 e acondicionado em frasco ambar, mantida em dessecador a vacuo
(marca Solab, modelo: SL-175) com porta de vidro.

Apos a liofilizagdo o rendimento médio obtido para o Extrato foi de 8%
(p/v) pesando 5,24 g.

A fracdo alcaloidica (FA) foi obtida em meio &cido baseado no método
descrito por Wagner e colaboradores (1984). Pesou-se 2 g de extrato bruto (EB)
liofilizado e, solubilizou-se em 5 mL de H2SO4 0,1 mol/L, por 5 vezes. A solucéo
de 25 mL foi transferida para um funil de separacgéo e lavada com diclorometano
2 vezes. Apos eliminacédo do diclorometano, no funil de separacao, foi introduzido
quantidade suficiente de NH4OH 1% para obter um pH préximo de 9, testado
com papel indicador. Alcalinizado o meio, foi feito extracdo com Diclorometano
(2X 5 mL), obtendo- se como resultado a fragcédo direcionada para obtencéo de
alcaloide (EA), apés eliminacdo do solvente.

As amostras ensaiadas foram ressuspendidas em solvente etanol 70%
(EB) e solucao fisiologica 0,9% (p/v) (EA).
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Figura 3- Fluxograma ilustrativo das Etapas que envolvem o processo de
Percolacao.

Fonte fotos da Autora, 2015.

1. Coleta do material vegetal fresco

. Secagem em estufa 45°.C por 72hs

Moagem material vegetal seco
pulverizado

Intumescimento? dias e Percolacdo

. (Método adaptado)

Escoamento — Obtencéo do Extrato
Fluido

Rotaevaporacédo do solvente e
Liofilizag&o do extrato aquoso.

. Obtencao de Extrato Bruto

Liofilizado e Fracionamento

Para se verificar o final do processo de percolacéo foi adicionado a uma

aliquota do percolado algumas gotas de cloreto férrico (FeCls6Hz) a 2% (p/v),

para monitorar a presenca de compostos fendlicos, obtendo-se leve turvacéo,
indicando a finalizacao do processo (GROCHANKE et al., 2016).
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3.2.1. Perfil do extrato bruto por CLAE-DAD

3.2.1.1. Preparo da amostra

Para a realizacdo deste ensaio, pesou-se 20mg do extrato bruto da C.
racemosa M. e dilui-se em metanol a 80% totalizando 1mL. Em seguida, realizou-
se extracdo em fase soélida (EFS) em cartucho de silica modificada C-18 pré
ativada com metanol 100% e condicionada com metanol 80% (em agua). Eluiu-
se este sistema até que se completasse 5ml coletados em baldo volumétrico.

Filtrou-se 1mL desta amostra em filtro de seringa 0,45um (marca simple
pure), e 1mL de metanol 80% (diluicdo 1:1). Analisou-se por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE), métodos relatados nos itens 3.2.1.2. e 3.2.1.3.

3.2.1.2. Desenvolvimento dos métodos CLAE

Realizando-se uma analise exploratdria do extrato, desenvolveu-se um
sistema de eluicdo cromatogréafica variando-se a concentracdo de metanol de 10

a 70% em 30 minutos (detalhado pela Tabela 1).

Tabela 1- Sistema de gradiente exploratério Eluente A: Agua
com acido acético a 1%(v/v); Eluente B: Metanol.

Tempo Acido Acético 1% Metanol Fluxo
(min) (%) (%)~ mL.min®
0 90 10 0,8
5 90 10 0,8
35 30 70 0,8
40 0 100 0,8
45 0 100 0,8
46 90 10 0,8
50 90 10 0.8

Fonte: Equipamento Agilent Thechnologies, modelo 1260 infinity, com
detector UV tipo DAD..

Apés a obtencdo do perfil cromatografico foi realizada uma analise
comparativa com biblioteca de dados, verificando-se com padrdoes de
flavonoides conhecidos, a exemplo da quercetina e com a literatura de referéncia
(Quadro 3).
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Para a realizagdo da andlise por CLAE-DAD (detector de arranjo de
fotodiodo) foi usado o equipamento Infinity Quant Pump VL modelo 1260,

O equipamento foi preparado para receber a amostra com preenchimento
no canal A com solugdo de &cido acético 1%, para eluicdo de compostos
fendlicos, por ser levemente acido e manter o grupo hidroxila OH levemente
protonado e no canal B com solvente Metanol 100% grau HPLC.

A amostra foi adicionada em um volume de 10uL de inje¢do a 25°C. O
Gradiente inicial da amostra foi de 8,8 mL/min em metanol e acido acético.

O Cromatograma obtido foi através do software online LC open Lab.

Foi realizada a corrida teste 1 gradiente a partir de 10% MeOH a 70%-
100%

3.2.1.3. Ensaio preliminar: Caracterizacdo de Alacaloides

Para a execucgdo deste ensaio realizou-se uma Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) empregando-se para fase estacionaria placa de silica
gel (GF2s4 20x20; 0,2mm de espessura), para fase moével 5mL do eluente:
cloroférmio/metanol/agua (65:30:5), conforme descrito por CHAVES (1997.)

Os eluentes de fase moével foram adicionados a uma cuba com tampa e,
acrescentou-se papel de filtro aguardando-se a saturacdo da fase movel,
evitando sua evaporacdo (OLIVEIRA, et al., 2010). As amostras EB, FA de C.
racemosa Mart. foram aplicadas na placa, respeitando-se uma margem inferior
de 1 cm identificado como pontos delimitados de partida e em sequéncia a placa
foi submetida a corrida na Cuba, evitando contato direto da amostra com o
solvente. A placa foi retirada, quando a distancia total de 10 cm foi atingida.
Posteriormente, ap0s secagem, a placa foi nebulizada com revelador
Dragendorff, diluido em acido acético 1% e agua destilada (OLIVEIRA et al.,
2010).

3.3 Ensaios de Citotoxicidade e Fototoxicidade

3.3. 1 Preparo das suspensdes celulares

Foram usadas para estes ensaios as células de murino Balb/ 3T3 Clone
A31, originarias da American Type Culture Collection (ATCC®, CCL 163™).
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O cultivo da linhagem celular foi realizado em frascos de 75 cm? e 150
cm?, (Nest® e TPP®) em meio Dulbecco Eagle’s Medium-(DMEM), Alta Glicose
4.500 mg/L (Vitrocell®), suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB-
Gibco®), 2 g/L de bicarbonato de sdédio (Synth®)1% (v/v), L-glutamina 1% (v/v)
da solugéo de antibitticos contendo 10.000 Ul/mL de penicilina e 10 mg/mL de
estreptomicina) (Vitrocell®). Este meio sera indicado como D10.

As células foram incubadas em estufa a 37° C em atmosfera umida e 5%
de COz2, ocorrendo a substituicdo do meio de cultura a cada 48 horas até as
células atingirem 80% de confluéncia no frasco de cultura celular. O processo de
descolamento celular foi realizado pela a¢do da solucdo de tripsina 0,05% (p/v)
EDTA (Ethylene Diamine Tetracetic Acid) 0,02% (p/v) em tampéo fosfato de pH
7,4 (ICCVAM, 2006).

3.3.2 Testes de citotoxicidade e pré-determinacédo da DL50.

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada de acordo com o teste
validado pela OECD 129 (2010), em células BALB 3T3 / Clones A31 (ATCC®,
CCL163™). Inicialmente foram preparadas 03 placas de 96 pocos com as
células (2 x 10*células / poco).

Inicialmente preparou-se uma concentragao inicial para cada amostra
de extrato bruto liofilizado (EB), fracdo direcionada obtencéo de alcaldides (EA)
e solvente Alcool 70% e, estas foram filtradas. As amostras foram filtradas e filtro
para seringa 0,45 pum e diluidas em meio D10 utilizando fator de diluicdo 1,47
preconizado no Guia da OECD em oito concentracdes seriadas (50 a 3,37
mg.mL?* - EB; 40 a 2,69 mg.mL*- EA) (OECD 129, 2010). Apds 24 horas de
contato com as amostras, as células foram expostas ao corante vital vermelho
neutro 0,4% (NR) usado para avaliar a viabilidade celular, na concentracao de
0,004g/mL por poco. Apos 3 horas de incubacgéo, os pocos foram aspirados e
foram adicionados 150 pL de solugéao “dessorb” (49% (v/v) de agua destilada,
1% (v/v) de &cido acético glacial e 50% (v/v) de alcool etilico) e apdés 10 minutos
de agitacdo em agitador de placas, a leitura das absorbancias foi realizada em
540 nm em Leitor de Placas Multi - Detection microplate reader Synergy —
BIOTEK.
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Os calculos dos valores das IC10, IC50 e IC90 concentracédo que inibem
respectivamente 10%, 50% e 90% das células desafiadas, foi realizado pelo
programa Phototox® (2008). Para este ensaio foi verificada a possivel
interferéncia do solvente etanol 70% em diluicbes seriadas a partir de 1mL, uma
vez que este solvente foi usado para solubilizagdo do extrato bruto da C.
racemosa Mart.

Os ensaios foram realizados de acordo com o Guidance document on
using cytotoxicity tests to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity
tests (OECD 129, 2010) em condi¢cdes assépticas de acordo com as
recomendacdes do OECD Principles on Good Laboratory Practice (OECD,
1998).

3.3.3 Teste de Fototoxicidade.

A avaliagéo da fototoxicidade foi realizada de acordo com o teste validado
pela OECD 432: In vitro e 3T3 NRU phototoxicity test, em células clones BALB
3T3/A31 (ATCC® 163™). Para a realizacdo deste ensaio foram preparadas
microplacas de 96 pocos em duplicatas, contendo as células na concentracdo
de 2,0x10% células / poco. As mesmas foram incubadas por 24 horas para
promover a aderencia celular. As amostras foram filtradas e solubilizadas em
PBS enriquecido com 1% Ca?*(p/v) e 0,13% Mg?* (p/v) preparadas antes da sua
utilizacdo protegidas da luz. As amostras foram adicionadas as placas em
diluicdes seriadas, resultando em oito concentragdes, calculadas pelo EAtor de
diluicdo 1:47. As concentragGes testadas foram 50 a 3,37 mg.mL* - EB; 40 a
2,69 mg.mL — EA. As placas foram realizadas em duplicatas, sendo uma placa
UVA+ expostas a radiacdo, e outra UVA- protegida da foto exposi¢cdo, ambas
foram submetidas as mesmas condicbes experimentais (concentracbes das
amostras, temperatura de incubacao, tempo de permanéncia na Camara UVA).
Apés periodo de 1h de incubacdo, as placas foram expostas conforme a
disposicdo UVA+ e UVA- em uma cémara de radiagdo UVA por 1h30,
perfazendo uma dose de 5 J/ cm?. O experimento foi realizado em uma Camara
de fotoxicidade, construida de acordo com as normas da OECD (OECD 432,
2014; SUFI, 2013).
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A viabilidade celular foi avaliada com a adi¢éo do corante vital vermelho
neutro (NR) 4,0% e adicionada a uma concentracdo de 0,004g/mL por poco. Este
procedimento foi realizado protegendo as placas tratadas da acéo direta da luz.
Passados trés horas, os pocos foram aspirados e foram adicionados 150 pL de
solugao “dessorb” (49% (v/v) de agua destilada, 1% (v/v) de acido acético glacial
e 50% (v/v) de élcool etilico) e apds 10 minutos de agitacdo em agitador de
placas, a leitura das absorbancias foi realizada em 540 nm em leitor de placas
(Biotek Synergy HT) a 540 nm.

Para este ensaio foi verificada a possivel interferéncia do solvente etanol
70% em diluicGes seriadas a partir de 1mL, uma vez que este solvente foi usado
para solubilizacdo do extrato bruto da C. racemosa.

Os ensaios foram realizados de acordo com o Guidance document on
using in vitro e 3T3 NRU phototoxicity test (OECD 432, 2010) em condi¢cdes
assépticas de acordo com as recomendacdes do OECD Principles on Good
Laboratory Practice (OECD, 1998).

3.4 Ensaios Microbiolbgicos

3.4.1. Preparo das Amostras

As Cepas microbianas ATCC® utilizadas foram descongeladas conforme
procedimento padronizado. Foram usados para estes ensaios: Candida albicans
ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739, Peudomonas aeruginosa ATCC 9027
e Staphylococcus aureus ATCC 6538.

As suspensdes previamente congeladas dos microrganismos foram
ressuspendidas, em condicdes assépticas em meios de cultura recém-
preparados previamente esterilizados. Foram utilizados meios Meio SDB®:
Sabouraud Dextrose Broth (Sigma®) e TSB® Casyn Broth® (Sigma®). Os
microrganismos foram incubados para crescimento das colbnias em estufas
especificas por 24 horas para bactérias a 30-35° C e 48 horas para a levedura a
20-25° C.

ApOs o periodo de incubacdo, procedeu-se a padronizacdo para
determinacao da concentracdo de UFC (Unidades Formadoras de Colonia) por

ml de solucao salina.
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3.4.2. Difusdo em Agar

Este teste foi realizado com a finalidade de avaliar a atividade
antimicrobiana das amostras testadas nas concentra¢des de 100 mg de EB; 50
mg de EA e 10 mL de EtOH 70% por meio da formagédo de um halo de inibicdo
mensuravel. Para realizar um ensaio preliminar, as placas foram preparadas em
duplicata com bicamada caseina peptona Soy Agar® (TSA) e meio antibidtico
ndamero 11 Neomycin — Erythromycin Assay Agar- Erythromycin Seed Agar
(Hymedia®). As amostras foram inoculadas utilizando discos de 15 mm de papel
de filtro. As placas foram incubadas “overnight” a 37° C, e avaliadas
macroscopicamente com relacao a formacao de halos de inibicdo. A partir dos
resultados preliminares deste teste, foi realizada o ensaio de microdiluicdo
seriada.

Os extratos foram obtidos a partir de material vegetal de C. racemosa
Mart. coletados nos meses de maio e setembro de 2015 e usados para avaliar a
eficacia do extrato bruto (EB) e a fracédo direcionada para obtencédo de alcaléide
(EA) para possiveis aplicagbes cosmeéticas. As amostras foram diluidas na
proporcao 1:2 e adicionou-se as placas contendo os microorganismos. Cada

amostra foi diluida em solucao fisiolégica estéril (NaCl 0,9 % (p/v).

3.4.3 Micro diluicdo seriada

Estes testes foram realizados com a finalidade de avaliar a atividade
antimicrobiana das amostras testadas, determinando a CIM (Concentracdo
Inibitéria Minima) e avaliar o uso dos compostos naturais obtidos do Extrato
Bruto (EB) de C. racemosa M e sua fragdo alacaloidica (EA). As andlises
microbioldgicas foram realizadas em sextuplicatas em meio liquido em placas de
96 pocos contendo 108 UFC/mL de cada microrganismo testado.

Nas microplacas de 96 pocos foram adicionadas um controle negativo
(meio de cultura), controle positivo (meio de cultura com in6culo) e as diferentes
concentragdes (0,156 mg/mL a 20 mg/mL). As microplacas foram incubadas
"overnight” a 25 ou 35° C (fungos ou bactérias, respectivamente). Apos o periodo
de incubacao, foi acrescentado 10 pl do corante 3,5-trifenil tetrazdlio (TTC) a

0,01% diluido em Solugdo NaCl 0,9 (p/v) em cada poco. As placas foram
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novamente incubadas durante 1 hora e as placas avaliadas utilizando um leitor

de placas (Biotek Synergy HT) a 620 nm.

3.5. Teste de Fotoprotecéao

A avaliacdo da atividade fotoreparadora do Extrato de C. racemosa M e
sua fracao direcionada obtencéo de alcaldides foi realizada a partir da adaptacéo
do teste validado pela OECD 432: In vitro e 3T3 NRU phototoxicity test, em
células clones BALB 3T3/A31 (ATCC® 163™). Para a realizacdo deste ensaio
foram preparadas microplacas de 96 pocos em duplicatas, contendo as células
na concentracdo de 2 x 10* células / pogo. As mesmas foram incubadas por 24
horas para promover a aderencia celular. Antes da exposi¢cdo das células as
amotras analisadas, as placas foram aspiradas e lavadas e foram incubadas por
uma hora apés tratamento com PBS enriquecido com 1% Ca?*(p/v) e 0,13% Mg?*
(p/v). As amostras foram filtradas e solubilizadas em PBS enriquecido com 1%
Ca?*(p/v) e 0,13% Mg?* (p/v). ApOs este periodo, as placas foram aspiradas e as
amostras foram adicionadas as placas em diluicdes seriadas, resultando em oito
concentracfes, calculadas pelo fator de diluicdo 1:47. As concentracdes
testadas foram 50 a 3,37 mg.mL* - EB; 40 a 2,69 mg.mL* — EA, ambas diluidas
em meio D10. ApoOs periodo de 1h incubacgdo, as placas foram expostas
conforme a disposi¢cao UVA+ e UVA- em uma camara de radiagdo UVA por 1h30,
perfazendo uma dose de 5 J/ cm?. As placas foram realizadas em duplicatas,
para que pudessem ser submetidas simultaneamente as condicfes
experimentais da placa identificada como UVA+ (expostas a radiacdo), e outra,
identificada como UVA- (protegida da foto exposi¢cdo), ambas foram submetidas
as mesmas condi¢des experimentais (concentragdes das amostras, temperatura
de incubacédo, tempo de permanéncia na Camara UVA). O experimento foi
realizado em uma Cémara de fotoxicidade, construida de acordo com as normas
da OECD (OECD 432, 2014; SUFI, 2013).

A viabilidade celular foi avaliada com a adi¢cdo do corante vital vermelho
neutro (NR) 4,0% e adicionada a uma concentracéo de 0,004g/mL por poco. Este
procedimento foi realizado protegendo as placas tratadas da acao direta da luz.

As placas foram novamente incubadas por 3 horas. Passadas trés horas, os
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pocos foram aspirados e foram adicionados 150 pL de solug&o “dessorb” (49%
(v/v) de agua destilada, 1% (v/v) de acido acético glacial e 50% (v/v) de alcool
etilico) e apés 10 minutos de agitacdo em agitador de placas, a leitura das
absorbéancias foi realizada utilizando um leitor de placas (marca Biotek Synergy
HT) a 540 nm.

Para este ensaio foi verificada a possivel interferéncia do solvente etanol
70% e do controle 6leo essencial de Bergamota em diluicdes seriadas a partir de
1mL, uma vez que este solvente foi usado para solubilizacdo do extrato bruto da
C. racemosa e a Bergamota é relatada na literatura como fototéxica.

3.6. Teste de avaliacao do potencial antitumoral

A avaliacdo da atividade antitumoral foi realizada de acordo com o
protocolo adaptado descrito por Monks e colaboradores (1991), com a finalidade
de avaliar a acdo antiproliferativa do Extrato liofilizado da C. racemosa M. e sua
fracdo alacaloidica frente a linhagens de células tumorais HeLa ATCC® CCL-2),
SK- MEL-28 (ATCC® HTB-72) e MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132).

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de 75 cm? e 150 cm?,
(Nest® e TPP®) em meio Dulbecco Eagle’s Medium-(DMEM), Alta Glicose 4.500
mg/L (Vitrocell®), suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB-
Gibco®), 2 g/L de bicarbonato de sédio (Synth®)1% (v/v), L-glutamina 1% (v/v)
da solugéo de antibitticos contendo 10.000 Ul/mL de penicilina e 10 mg/mL de
estreptomicina) (Vitrocell®). Este meio indicado como D10.

As células foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera umida e 5%
de COz2, ocorrendo a substituicdo do meio de cultura a cada 48 horas até as
células atingirem 80% de confluéncia no frasco de cultura celular. O processo de
descolamento celular foi realizado pela agéo da solugéo de tripsina 0,05% (p/v)/
EDTA (Ethylene Diamine Tetracetic Acid) 0,02% (p/v) em tampéao fosfato de pH
7,4 (ICCVAM, 2006).

Inicialmente foram preparadas 1 placa de 96 pocos com as células (2,0 x
10* células / poco) para cada linhagem celular testada. As amostras foram
testadas em Triplicatas. A placa foi dividida para o ensaio, realizando-se o

plagueamento das duas amostras em uma mesma placa para cada linhagem
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celular. Uma placa foi prepada com as 03 linhagens distintas para o Controle do
Solvente.

As placas foram incubadas por 24 horas para promover a aderencia
celular. As amostras foram filtradas e solubilizadas em D10 preparadas antes da
sua utilizacdo. As amostras foram adicionadas as placas em dilui¢cdes seriadas,
resultando em oito concentracdes, calculadas pelo fator de diluicdo 1:47. As
concentragées testadas foram 50 a 3,37 mg.mL* para o EB; 40 a 2,69 mg.mL™*
para o EA.

A viabilidade celular foi avaliada com a adi¢éo do corante vital vermelho neutro
(NR) 4,0% e adicionada a uma concentracdo de 0,004g/mL por poco. Este
procedimento foi realizado protegendo as placas tratadas da acao direta da luz.
As placas foram novamente incubadas por 3 horas. Passados trés horas, 0s
pocos foram aspirados e foram adicionados 150 pL de solugéo “dessorb” (49%
(v/v) de agua destilada, 1% (v/v) de acido acético glacial e 50% (v/v) de alcool
etilico) e apds 10 minutos de agitacdo em agitador de placas, a leitura das
absorbancias foi realizada utilizando um leitor de placas (Biotek Synergy HT) a
540 nm.

Quadro 4 - Linhagens de Células ATCC para ensaio de avaliacao

antitumoral.

Nome ATCC® Origem das Linhagens Meio de

Cultivo

MDA-MB- 468 HTB-132  Tecido epitelial da glandula Mamaria D10
derivado de area de metastase

HelLa CCL2 Tecido epitelial Humano extraido de D10
Cérvix com papiloma virus
SK-MEL-28 HTB-72 Pele Melanoma Humano D10
Fonte: banco de dados ATTC disponivel online via:

https://www.atcc.org/en/Products/Cells and.../Cell Lines.aspx
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A C. racemosa Mart. apresenta—se como uma alternativa da
biodiversidade a ser utilizada em cosmeéticos e medicamentos. Os resultados
preliminares dos ensaios microbiol6gicos e de Citotoxicidade foram divulgados
no 29th IFSCC Congress em Orlando — Flérida em Novembro de 2016, na
modalidade apresentacdo em poster. Esta espécie caracteriza-se pela presenca
de um caule extenso que se enovela nos ramos e folhagens da planta
hospedeira, quase sem ramos e por sua coloragcdo amarelada, que Ihe remete o

aspecto ao nome popular “fio de ovos” (CORREA, 1984).

4.1. Obtencéo do extrato:

Os “fios” longos secos foram foram pulverizados e apresentou coloragao
amarelada acastanhada e com odor caracteristico similar a terra molhada. O
Extrato fluido foi obtido por percolacdo onde 65,5 g do material vegetal
pulverizado (Figura 4) foi embebido em alcool 70% e permaneceu em contato
liquido extrator por 07 dias. O extrato bruto obtido apresentou coloragéo
amarelada, com odor caracteristico levemente adocicado (percepcao

organoléptica).

FIGURA 4 - Processamento e obtencdo do extrato de C. racemosa

Martius.

Fonte: fotos da autora. Material vegetal seco (A), Material seco em processo sendo
pulverizado (B), macerado com liquido extrator etanol 70% (p/p) (C). Material em

extracao (D).
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4.2. Analise exploratéria para confirmar-Compostos fendlicos na amostra.

No final do processo de percolacdo, separou-se 1mL da amostra e foi
adicionado ao extrato algumas gotas de cloreto férrico (FeCls6Hz) a 2% (p/v),
para verificar a presenca de compostos fendlicos (baseados nos dados da
literatura, quadro 2) na amostra, foi obtida como resultado uma cor amarela bem
clara, quase incolor, sem precipitado, indicando a finalizacdo da extracéo
(GROCHANKE, 2016).

4.3. Rendimento do extrato

O Extrato Bruto (EB) da C. racemosa foi obtido apds a extracdo do
solvente por rotaevaporagéo e liofilizacdo, e o rendimento médio obtido foi cerca
de 8%, conforme apresentado na tabela 3, resultando em um pé de textura fina,
coloracdo amarelada, com aroma caracteristico, insolivel em agua e, soltvel em

etanol 70% (v/v), caracteristica altamente higroscopica.

TABELA 3- Calculo do rendimento EB C. racemosa

Peso Inicial Peso do extrato Peso EB Rendimento
Fluido médio
65,59 650 mL 5,249 8% (p/v)
Material vegetal Maceracéo e Extrato Bruto
seco pulverizado Percolacdo Liofolizado

A fracéo direcionada para a obtencédo de alcalbides foi obtida conforme
método descrito por WAGNER e BLADTD (1997) resultando em um produto final
(FA), com coloragdo ambar, castanho escuro, aspecto resinoso. Foi realizado
um teste com o reagente Dragendorff, como indicador da presenca de alcaléides

na fracao.,

4.4. Perfil do extrato bruto por CLAE-DAD

O Cromatograma (Figura 6) se mostrou consistente ao apresentar
compostos fenolicos na amostra estudada, conforme literatura, com bases no

tempo de retencdo entre 20 e 40 minutos e de acordo com o perfil de absorcéo
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de UV (254- 360nm) nos picos A, B, C e D indicam ser compativel com perfil de
flavonoides. Comparou-se o perfil obtido com o padrdo de quercetina, com perfil
de absorcao de UV em 370 nm.

Loffler e colaboradores (1997) descreveu a presenca de compostos
fendlicos em caules de 09 diferentes espécies do género Cuscuta, C. reflexa
Roxb, C. platyloba Progel, C. campestris Yunck., C. odorata, R&P, C. chinensis
L., C. pedicellata lledeb) e selvagens (C.europeae L, C. gronovii Wild., C.
lupuliformis Krock) e relatou que néao houve diferencas quanto aos tipos de
compostos encontrados, quando comparados entre espécies cultivadas e
selvagens. A presenca de quercetina também foi demostrada em sementes de
C. campestris Yunck. (LEE et al., 2011), sementes e frutos de C. chinenis Lan.
(YAHARA et al.,1994; JIAN-HUI et al., 2003; YANGET, 2009.; LIJUAN et al.
2011), C.pedicellata lledeb. (ZEKRY, et al.,2015), sementes de C.reflexa Roxb
(PRASSAD et al.,2016) e na C.racemosa Martius (SOUSA et al.,2012; FERRAZ
et al., 2011b.).

Os resultados descritos na literatura e encontrados neste ensaio,
corroboram com dados apresentados por Loéffler e colaboradores (1997), que
sugeriram que a presenca de &cido clorogénico, acido 3,5-dicafeoil-quinico,
derivados de &cido hidroxicinamico, quercetina-3-O-glalactosideo, quercetina-3-
O-glucosideo, podem ser usados como marcadores taxondmicos para
identificacdo das plantas deste género, considerando ainda a presenca de
compostos alcaldides inddlicos, derivados de ergolina, também descritos
anteriormente em Convolvulaceae (CRONQUIST, 1981; FERRAZ, 2002)
Embora, seja necessario destacar que esses Ultimos podem variar
sazonalmente, sendo mais frequentes em periodos de chuvas e ou conforme a
hospedeira a ser parasitada (PEREZ-AMADOR, 1996).

Dentre os compostos fendlicos os flavondis encontram-se amplamente
distribuidos nas plantas, como pigmentos presentes em folhas e pétalas
(HARBORNE,1973). Em sua estrutura basica apresenta-se como um composto
triciclico, com 15 atomos de carbono distribuidos em dois anéis aromaticos A
(benzoil) e B (Cinamol), ligados a uma estrutura heterociclica central (DI CARLO
et al., 1999). As estruturas quimicas especifcas dos compostos deste grupo
ocorrem devido a diferentes niveis de oxidagao do anel central (C) BRUNETON
et al. 2001) e do padréo de substituicdo do anel C (PIETTA, 1999). Dentre as
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substancias mais comuns pertencentes a este grupo destacam-se, o canferol, a
quercetina (Figuras 5 e 6) e a miricetina, compostos comumente associados a
atividade antioxidante e protetora para as plantas contra agressdes externas
(DORNAS et al, 2007). A estrutura basica da quercetina, é apresentada por um
ndcleo composto por trés anéis fendlicos A, B e C, cuja relagdo estrutura-
atividade esta associada a presenca de um grupo OH- na posicdo C3 do anel
heterociclico e de um catecol no anel B, associado as possiveis acfes anti-
inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana (DORNAS, et al.,2008; FEMENA,
1996). A presenca do grupo hidroxila na posicéo 3, esta relacionada ao perfil de
absorcdo de UV-vis nos espectros entre 240 a 380nm. Dentre 0os compostos
fendlicos, as flavonas e os flavonoides exibem duas bandas de maior absorcéo
a radiacdo UV-vis, representadas pela estrutura dos anéis A e B. A posicéo da
banda |, permite conhecer o tipo de flavondide e seu grau de oxidacdo (Nos
flavonoides a absor¢céo na banca | (Anel B) ocorre na faixa entre 320- 385 nm e
a absorcdo na banda Il (Anel A) ocorre na faixa entre 250-285nm. Substancia do
grupo dos flavonadis, a exemplo da quercetina, apresentam espectro de absorcdo
a banda | entre os comprimentos de onda 352-385 enas flavonas a absorgéo
ocorre nas faixas entre 304-350nm (MABRY et al., 1970), conforme

demonstrado na figura 5.
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FIGURA 5- Representacédo esquematica da estrutura basica de flavonas e flavonéis e

seus respectivos espectros de absorcédo UV-vis.
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Banda |
370 nm

Fonte: Adaptado de Harborne,1973; Dornas, 2008 e Bruneton, 2001; Pietta, 1999.
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FIGURA 6- Cromatograma obtido por CLAE-DAD do EB de C. racemosa Martius
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4.5. Citoxicidade

Na avaliacdo da atividade citotoxica do EB de Cuscuta racemosa Matrt.
e sua fracdo EA sobre linhagens celulares BALB 3T3/A31 (ATCC® 163™),
através do protocolo padronizado pela OECD129 (2010), foi realizada a partir da
medida de absorbancia de celulas que permaneceram viaveis, apds contato por
24 horas com as amostras. Neste ensaio, obteve-se ICso para EB determinada
em 25,44 + 1,407 mg/ mL e alCi0o em 16,684 = 1,744 mg/mL. Para a EA e EtOH
70% nao foi encontrado o valor de ICso nas concentragdes testadas (Figura 8 ).
Observou-se através do grafico comparativo entre as amostras ensaiadas
(Figura 9), que a Fracdo EA nao apresentou reducao na viabilidade celular e que
o solvente, ndo apresentou interferéncia neste ensaio.

A estimativa da DLso foi pré - calculada utilizando a equacédo que
extrapola os valores de ICso para DLso, utilizada para as misturas e substancias

com peso molecular desconhecido, de acordo com a OECD129, 2010:

log DLso (mg /kg) = 0,372 log ICso (mg / mL) + 2,024

O valor DLso é 352,25mg/Kg

Anteriormente avaliacdo da citotoxicidade da C. racemosa e outras
espécies foram realizadas no modelo experimental “in vivo” em ensaio de
letalidade em “Artemia franciscana” (brine shrimp). Naquele modelo
experimental foram obtidos os valores de DLgo 0,231 mg/mL do extrato bruto e
DLso 1mg/mL da fracdo direcionada para alcaldide (FERRAZ et al., 2011b); DLso
257,73pg/mL do Extrato metandlico e DLso 184,86ug/mL da Fracao etil-acetato
obtidos do caule da C. reflexa Roxb. (UDAVANT, et al., 2012).

O valor de DLso, encontrado neste estudo, esta em acordo com a Norma
OECD 423 (2001) sobre o teste de toxicidade oral aguda, que estipula que esta
seria uma substancia Categoria 4 >300-2000mg/Kg. De acordo com a OECD
129 (2010), a Unido Européia, declara que cerca de 87% das substancias

quimicas testadas para ter seu uso industrial regulamentado apresentam DLso>
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2000mg/Kg. Considerando o resultado de DLso obtido, o extrato bruto de C.
racemosa estad dentro da margem de seguranca preconizada pelas normas
internacionais.

Os testes de citotoxicidade “in vitro” em culturas de células s&o usados
como métodos alternativos aos testes farmacoldgicos e cosméticos, e sdo
importantes para avaliacdo preliminar de acdo téxica da um conjunto de
principios ativos de origem vegetal, além de reduzir o nimero de animais usados
em ensaios “ in vivo” (BOGO, 2012).

FIGURA 7- Graficos comparativos dos resultados da avaliacdo da citotoxicidade
entre EB e FA de C. racemosa Matrt.
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Fonte: Software Graph Pad Prism, v. 7.

4.5. Fototoxicidade

Os resultados foram obtidos a apartir da analise do programa
Phototox®. As amostras testadas em diferentes concentracdes seriadas nao
demostraram acdo fototoxica para este experimento, conforme mostrado na
Figura 9 e na Tabela 4. Os resultados obtidos para avaliacao do fator de Irritacao
Fototoxico (PIF) e Efeito Fototoxico Médio (MPE) foram comparados com a
norma de referéncia OECD 432 (2004).
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TABELA 4 - Resultados de fototoxicidade

Amostra MPE PIF Probabilidade
toxicidade

EB 0,078 1,000 0,203

EA - 0,152 1,000 0,000

ETOH 70% -0,071 1,00 0,000

Fonte: programa Phototox®

A OECD determina em conformidade com estudos validados que
guando uma substancia testada apresenta PIF<2 e/ou MPE < 0,1 a substancia
néo é fototoxica; quando PIF >2 e <5 e/ou MPE. 0,1 e < 0,15 existe uma provavel
fototoxicidade e quando o PIF 5 e/ou MPE > 0,15 a substancia é fototoxica
(OECD 432, 2004).

No ensaio de fototoxicidade, ambas as amostras testadas né&o
apresentaram fototoxicidade. Os resultados obtidos foram PIF (1,00) <2 e MEP
(0,078) < 0,1 para EB, e PIF (1,00) <2 e MEP (-0,071) < 0,1 para Extrato
direcionado para a extracao de alcal6ides (Tabela 4).

O resultado apresentado nas Figuras 9 e 10, demostraram que nao
houve queda na viabilidade celular nas placas tratadas com ambas as amostras
expostas a radiacdo UVA apds o tratamento com EB e EA quando foram
comparados com as placas com amostras que nao foram expostas a radiagao.
Foi realizado ensaio com o solvente, e este ndo demosntrou ser fotosensivel a
exposi¢cdo a radiacdo UVA, este resultado mostra que o solvente também néo
interfere no comportamento das amostras frente a radiacdo UVA. .

Os resultados obtidos de nao fototoxicidade podem ser associados a
presenca de compostos fendlicos nas amostras, além da presenca de
quercetinas e derivados em varias das espécies do género Cuscuta (CAZARIN,
CORREA & DUQUE, 2014; SHARMA et al., 2014) conhecidos por sua atividade
antioxidante, que esta em conformidade com a literatura, estes compostos
podem estar envolvidos em atividades citoprotetoras, antioxidantes e
reparadoras, bem como na agao reguladora de melanogénese (WANG, 2014).

Estudos recentes mostram acao protetora antioxidante do extrato de

semente da Cuscuta em cultura de linfocitos hepaticos e acdo redutora de dano
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ao DNA mitocondrial causado pelo envelhecimento em modelos de

experimentacdo animal com ratos (SZETO et al., 2011).

FIGURA 8- Grafico comparativo da avaliacdo fototoxica das

amostras expostas e ndo expostas a radiacéo UV.
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4.6. Atividade Antimicrobiana

No Brasil a espécie C. racemosa é popularmente usada por sua acao
cicatrizante, para fechar feridas abertas, bem como por outras propriedades a
ela atribuidas, tais como: atividades antimicrobiana e antiviral, agdo adstringente,
anti-inflamatoria, diurética, aliviadora de disturbios hepaticos e estomacais e por
suas propriedades cicatrizantes (CORREA, 1984).

Considerando-se a crescente resisténcia de muitas bactérias e fungos
frente & exposicao de antibidticos, pesquisadores vem estudando as espécies
vegetais a fim de investigar o potencial antimicrobiano dos produtos naturais
(WALKER et al., 2009).

As diferentes espécies de Cuscuta séo atribuidas a¢des antibacterianas,
a exemplo da C.reflexa que, inibiu cepas de microrganismos E.coli (ATCC-
25922), S.aureus (ATCC-25923), P.aeruginosa (ATCC-27853), P.vulgaris
(ATCC 6380), S.paratyphi (ATCC-9150), S. sonnei (ATCC-25931),
S.typhimurium (ATCC-25241) e K.pneumonia (ATCC-27736), em ensaio de
difusdo em agar, na concentracdo de 55mg/mL dos extratos metendlicos e
cloroférmicos (MATEEN, SURESH & AHMED, 2011), acdo possivelmente
associada a presenca de compostos fendlicos e do 6leo essencial composto por
hidrocarbonetos mono e sesquiterpenicos, tais como piperitona, cariofilena,
canfora, entre outros, identificados através da cromatografia gasosa (SHARMA
et al., 2014).

Através do ensaio preliminar de difusdo em agar o extrato bruto (EB) e
fracdo alcaloidica (FA) C. racemosa Martius mostraram zonas de inibicdo em
meio de cultura sélido de 50 mg/ mL de EB e 25mg / ml para EA contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli sendo mais
visivel para Candida albicans, resultado atribuido a presenca de compostos
fendlicos identificados anteriormente e, pela possivel acdo de alcaloides,
conforme figura abaixo. Os halos de inibicdo foram observados na presenca do
revelador Cloreto de Trifenil tetrazoélico (TTC), usado como indicador de atividade

enzimatica de bactérias (PEDROSA, 2012). Pode-se observar na placa que as



71

areas com crescimento de microrganismos, apresentou coloracdo vermelho
intensa, enquanto que ao redor da area exposta as amostras formou-se um
discreto halo de inibicdo (Figural2).

Substéncias como saponinas e terpenos foram relatadas anteriormente
por sua acgdo antimicrobiana frente a bactérias S.aureus e P.aeruginosas,
confirmando a acéo inibitéria discreta do extrato de C. epithimum em difusédo em
agar frente a B.megaterium, E.coli, S.typhi e P.aeruginosas (BIWAS et al.,2012;
AL-SNAFI, 2016.), tal acao foi atribuida a presenca de flavonoides, glicosideos,
saponinas e esterdis identificados no extrato. Estudos citam que os terpenos

apresentam pouca ou nenhuma acéo contra C. albicans (BUSTAMANTE, 2010).

FIGURA1O: Ensaio preliminar pelo método Difusdo em agar

1 b - -
Fonte: fotos da autora, demonstrando o destaque da formacé&o dos halos de inibicdo, na
presenca do revelador TTC 1%.

FIGURAL11 - Ensaio de micro diluicdo seriada com EB C. racemosa Matrt.
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Legenda: Extrato Bruto (EB) 40mg a 0.31 mg/mL x C.albicans, E.coli, S.aureus e P.aeruginosa.

FIGURA14- Ensaio de micro diluicdo seriada com EA da C. racemosa Mart.
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Legenda: Fracdo alcaloidica (FA) 40mg a 0.31 mg/mL x C.albicans, E.coli, S.aureus e

P.aeruginosa.

Neste estudo o extrato de C. racemosa Martius e a fracédo direcionada
para obtencdo de alcaldides ndo demonstrou atividade antimicrobiana
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significativa no ensaio de micro diluicdo seriada 2,69-40mg/mL frente as cepas
estudadas C.albicans, E. coli, P. aeruginosas e S. aureus. (Figuras 13 e 14).

N&ao houve diferenca estatistica significativa entre o extrato e a fracao
comparando-se as diferentes concentra¢cées com o grupo controle apresentando
valor de p> 0,05 no teste ANOVA ONE-WAY.

O valor da Concentracéo Inibitoria minima (MIC) foi calculado por meio
do ensaio de microdiluicdo seriada apresentando-se nos valores EB e EA frente
as Cepas ATCC desafiadas conforme resultados descritos na Tabela 5 e
observados nas Figuras 13 e 14.

TABELA 5- Valor da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) C. racemosa

Amostra CA EC PA SA
EB 20mg/mL 20mg/mL 20mg/mL 20mg/mL
EA I —

Séo consideradas substancias com forte acdo antimicrobiana aquelas
que apresentam MIC<500ug/mL, sendo 2600 <1000ug/mL de agdo moderada e
=1000ug/mL de acao fraca (DUARTE, 2005;ALIGIANT et. Al., 2001), portanto as
amostras ensaiadas apresentaram fraca acao antimicrobiana.

O resultado da acéo antimicrobiana do extrato etanodlico de C. racemosa
Mart. apresentados por Ferraz e colaboradores (2011b), pode estar associada a
presenca de flavonoides disponiveis em maiores concentracdes na hospedeira
Hibiscus rosa sinensis L no periodo da coleta. Bais e colaboradores (2014)
apontam que os diferentes resultados obtidos sobre a atividade antibacteriana
dos extratos obtidos da C. reflexa Roxb. poderiam estar associados as diferentes
hospedeiras, uma vez que a parasita absorve da seiva da planta hospedeira
fitocompostos relacionados a sua atividade biologica. Estudos demonstram que
a Lagerstroemia indica apresenta compostos como  alcalbides
bifenilquinolizidinas, associadas a acédo anti-inflamatérias (KIN et al., 2008;
YANG et al, 2010). A presenca de flavonas no extrato metanolico das folhas
Lagerstroemia indica, demonstrou acdo antimicrobiana frente & algumas cepas
bacterianas patoenicas e C. albicans (DIAB, ATALLA& ELBANNA, 2012). Esta
diferenca em relac&o ao potencial inibidor de crescimento microbioldgico talvez

possa ser explicada pelos diferentes compostos quimicos presentes nos extratos
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apresentados em cada estudo, uma vez que a C. racemosa podera expressar
atividades distintas, de acordo com sua caracteristica adaptégena considerando-
se o tempo da coleta, local de coleta e a planta hospedeira.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo as amostras de C.
racemosa EB e FA por ter apresentado baixa acdo antimicrobiana, podem ser
aplicados com seguranca a cosmeticos faciais naturais para assepsia, e controle
pigmentar pos-inflamatério, devido ao potencial antioxidante e anti-inflamatoria
(WANG, 2014), sem promover alteracdo da microbiota natural da pele, conforme
valores demonstrados na Tabela 5.

4.7 Atividade Fotoprotetora

A avaliacdo fotoprotetora do Extrato de C. racemosa foi proposta como
uma alternativa para avaliar o resultado grafico obtido no ensaio de
fototoxicidade que mostrou possivel atividade de aumento na viabilidade celular
em grupo tratado com o EA apds exposicdo a camara de UV. Este ensaio foi
realizado adaptando-se o teste de fototoxicidade validado pela OECD 432. A
presenca de substancias naturais, obtidas de plantas podem apresentar acdes
benéficas, ao organismo humano por sua sua a¢ao antioxidante, reduzindo a
presenca de espécies reativas nas células, retardando o processo de
secescéncia, protegendo a membrana (MEHABANI, et al, 2015) e retardando o
aparecimento de muitas doencas degenerativas (WALKER, et al.,2013),
Considermamos também que uma possivel acdo fotoprotetora poderia ser
relacionada a outros compostos descritos na literatura, além do canferol e da
guercetina, presentes em alguma espécies de Cuscuta; tais como taninos,
saponinas e polissacarideos (CARLINE & FRONCHTENGARTEN, 1998), com
acdo cicatrizante, anti-edema (Liao, 2014; Niazi, et al., 2017) e
antienvelhecimento (SUN, et al., 2014.; CAl et al., 2005).

Em estudo anterior foi reportada para C. reflexa a ICso 359,48ug/mL em
ensaio antioxidante DPPH (VIJIKUMAR,2001; SHARMA et al, 2011),
demosntrando um valor moderado antioxidante deste extrato quando comparado

a outras substancias.
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Neste ensaio a C.racemosa Mart, apresentou valor de ICso
9,045+1,487mg/mL  no grupo ndo exposto a radiacdo. Analisando-se a
concentracdo da viabilidade celular do EB nas células tratadas com as amostras
expostas e ndo expostas a radiacdo ultravioleta, ndo se notou diferenca
significativa entre os grupos, conforme demonstrado na figural3.

FIGURA 12 — Gréficos do ensaio para avaliacdo da atividade Fotoprotetora da
C. racemosa Mart.
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Fonte: Phototox®

Porém, quando comparamos a viabilidade celular entre os grupos A (tratados
com EB e expostos a radiacdo), grupo B (tratado com EB apds exposicdo a
radiacao) e grupo C (tratado com EB e ndo expostos a radiacéo); conforme figura
16, notamos diferencas no potencial de acdo do extrato. Considerando que os
grupos B e C ficaram 24 horas em contato com as amostras, notamos que
embora ndo se tenha demonstrado diferenca entre 0s grupos e seus respectivos
controles UVA -, e 0 EB néo tenha apresentado acéo fototdxica, observou-se
uma diferencga entre os grupos B e C nas concentragdes 34,01-50mg/mL , uma
vez que o0 grupo exposto a radiacdo ndo apresentou diminui¢cdo na viabilidade
celular, mantendo-se estavel. Esta acéo fotoprotetora, merece ser investigada
em ensaios futuros e pode estar relacionada a presenca do compostos com acao
anti-inflamatoéria e antioxidante, que poderiam citados anteriormente (Lee et al,
2011).
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FIGURA 13- Gréaficos comparativos entre grupos tratados com EB de C.
racemosa expostos ou ndo a radiagéo UV.
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4.9. Atividade antitumoral

Observou-se acgdao citotoxica do EB, da Cuscuta racemosa Mart. em todas
as concentracgdes testadas 3,37-50mg/mL, os valores calculados de ICso estéo
demonstrados na Tabela 6. A acdo das amostras foi avaliada a partir da redugéo
da viabilidade celular, porém ndo houve correlacdo entre os efeitos citotoxicos e

0 aumento das concentragdes conforme demosntrado na figural7. O EA,
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testado nas concentragbes 2,69-40mg/mL ndo apresentou neste ensaio acao

citotoxica frente as linhagens celulares tumorais HeLa e MDA-DB-468 e, parece

ter favorecido o aumento da viabilidade celular frente a linhagem Sk- Mel.

TABELA 6 - Valores IC10 e ICso do Extrato de C racemosa Mart. em linhagens

tumorais

HeLa IC1o

Hela ICso
MDA-DB-468 IC10
MDA-DB-468 1Cs0
SK-Mel. IC10
SK-Mel. Cso

EB

0,952+/- 0,283
1,645 +/-0,405
0,705+/- 0,545
2,604 +/- 0,496
0,0062 +/- 0,212
0,505 +/- 0,420

EA
0,160+/- 0,311

Fonte: Phototox®

FIGURAL14- Graficos da avaliagéo de viabilidade celular de linhagens tumorais

X C. racemosa Martius.
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A acédo nas células tumorais das plantas do género Cuscuta vém sendo
avaliada em diferentes modelos experimentais, com distintas linhagens
celulares, Nisa e colegas (1986), avaliaram a atividade inibitoria e

antiproliferativa da C. chinensis Lam. em modelo animal frente a papiloma de
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pele, e Riaz e colaboradores (2017) reportaram acao antiproliferativa moderada
das fracoes: escoparone, acido p-coumarina, stigmasta-3,5 diene obtidas da C.
reflexa Roxb. A presenca de compostos como quercetina, canferol e
hiperosideos em sementes de C. campestris foi avaliada e quantificada por Lee
e colaboradores em 2011, e ficou demonstrado a obtengéo destes compostos
esta relacionada ao processamento da semente.Quercetina e canferol foram
obtidos em maior quantidade e apresentaram melhor resposta biolégica na
reducdo de proliferagédo frente as linhagens tumorais MCF-7 e MDA-DB, nas
sementes que passaram por processo de aguecimento, em comparacdo ao
extrato das sementes nao processadas. Os hiperosideos ndo foram
degradados, a acdo antiproliferativa ocorreu na linhagem MCF-7, quando
exposta aa 40 mg do extrato etandlico (BHAGAT et al., 2013).

A inducdo de apoptose em células tumorais, associada a acéao
antiinflamatdria através do aumento de fator TNF-a e redugdao de COX2 foi
avaliada em C. reflexa Roxb. (SURESH, et al.,2011). Estudos correlacionaram
0 mecanismo de apoptose e inibicdo na proliferagdo celular em linhagens
tumorais com a presenca de flavondides como quercetina (RUSSO et al., 2010),
embora alguns estudos tenham mostrado efeito de estimulo a proliferacéo
celular em linhagens tumorais, o extrato de C. chinenisis Lam em células com
atividade estrogénica, como HelLa ,MDA-DB e MCF-7, associada a agéo
agonista no receptor ER-B., acdo esta que parece estar relacionada aos
compostos isolados presente em alguns extratos (UMERHARA et al., 2004). A
acao proliferativa estudada em osteoblastos pode estar relacionada a presenca
do hiperosideo (JIAN-HUI et al, 2003; YANGET, 2009.; LIJUAN et al, 2011).

Os efeitos estrogénicos também foram verificados em células HelLa, acéo
gue os autores associam a possivel presenca de compostos esteroéis presentes
no extrato etandlico, que possivelmente agiriam estimulando os receptores
estrogenico ERa e ERB (YANG et al., 2011). Em outro estudo, com estas células
para avaliacdo de citotoxicidade em ensaio de MTT para as espécies C.
chinensis e C. epithyum, apresentando reducéo significativa da viabilidade das
células Hela, HT-29 e MDA-MB-468 (JAFARIAN, GHANNADI, e MOHEBI, 2014),
esta diferenca parece estar associada a diferentes processos extrativos, a parte
da planta usada e e obtencdo de compostos pro-estrogenos ou anti-

inflamatorios.
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Embora algumas espécies do género Cuscuta tenham sido decritas na
literatura como promissoras para uma possivel atividade antitumoral, pela
presenca de alcaldides, neste estudo o EA, ndo apresentou resultados, acao
citotoxica ou reducdo de viabilidade celular nas linhagens estudadas. O
mecanismo de protecdo celular, e atividade antiproliferativa das espécies
pertencentes a este género estudados em linhagens tumorais parece estar
associada a acdo anti-inflamatéria, antioxidante e imunoestimulantes de
compostos como quercetina e canferol (Al-Snafi.2016; Jafarian, Ghannadi e
Mohebi, 2014; Zeraati 1 et al, 2010 Ahmed et al, 2014; Prassad et al, 2016), que
em hipotese poderiam estar envolvidos na acao antiproliferativa do EB da C.
racemosa Martius, tornando-a como uma substancia de interesse para estudos
em células tumorais.

Em estudos anteriores foram identificadas atividades antioxidante e
antimicrobiana do extrato bruto provavelmente associadas a presenca de
compostos fendlicos, com a quercetina (FERRAZ, et al., 2011; MAVLONOQV et
al, 2008).

Os resultados deste estudo indicam que, embora 0s extratos nao
apresentem elevada atividade antimicrobioldgica, por sua baixa toxicidade em
concentracbes menores, hd um uso potencial para produtos cosméticos. No
contexto do ensaio de citotoxicidade, fototoxicidade e acao fotoprotetora os
resultados apontam uma margem de seguranca para uma potencial utilizacao
dos extratos como substancia anti - envelhecimento, reguladoras de oleosidade
e cicatrizantes em concentracfes reduzidas, poderiam ser incorporadas a
formulacbes de nanoemulsfes ou lipossomas, com apelo sustentavel e natural.
Os compostos fendlicos presentes na planta e a possivel presenca de alcaloides,
podem apresentar-se como uma alternativa aos tratamentos induzindo apoptose
em células tumorais, preservando as células saudaveis de danos oxidativos e o
organismo de contaminacdes oportunistas , esta acdo que pode estar
relacionada diretamente a capacidade adaptativa da parasita, que poderia
estimular sua hospedeira a expressar em maior ou menor quantidade
substancias metabdlitas de interesse para sua sobrevivéncia, conforme a
exposicdo a fatores externos, hipOtese essa a ser investigada, em ensaios

futuros.
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5. CONSTATACOES

1. A triagem fitoquimica exploratéria da C. racemosa Mart. parasitando
Lagerstroemia indica L., indicou presenca de compostos fendlicos, mais
especificamente a quercetina.

2. No ensaio de avaliacdo de citotoxicidade validado pela OECD 129 (2010)
do extrato bruto liofilizado da C. racemosa Mart foi estipulado o valor
aproximado da DLso 352,25mg/Kg, e a sua fracdo alcaloidica nédo
apresentou toxicidade nas concentr¢des ensaiadas de 2,6-40mg/mL.

3. No ensaio de avaliacdo de fototoxicidade validado pela OECD 432 (2004)
do extrato bruto liofilizado da C. racemosa Mart e a sua fracédo alcaloidica
se mostraram nao fototoxicos nas concentracdes de 3,37-50 mg/mL e 2,6-
40 mg/mL respectivamente. Os valores do fator de Irritacdo Fototoxico
(PIF) em 1,00 para ambas as amostras e Efeito Fototéxico Médio (MPE)
de 0,078 para o extrato bruto liofilizado e -0,152 para a fracao alcaloidica.

4. Na avaliagédo do potencial antimicrobiano do extrato bruto liofilizado da C.
racemosa Mart. e fracdo alcaloidica ndo apresentaram halos de inibigao
no ensaio de difusdo em agar frente as cepas microbianas de Candida
albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas e Staphylococcus
aureus nas concentragdes de 50 e 25 mg/mL. No ensaio de microdiluicao
seriada nao foi possivel determinar a concentracao inibitéria minima do
extrato e fragdo de C. racemosa nas concentracdes ensaiadas.

5. No ensaio “in vitro” de fotoprotecéo, adaptado do ensaio de fototoxicidade
do extrato bruto liofilizado da Cuscuta racemosa Mart. mostrou acao
regeneradora em cerca de 50% nas concentragdes 34,01-50mg/mL, nas
celulas expostas a radiacdo UVA+

6. No ensaio para avaliagdo do potencial antitumoral o extrato bruto liofilizado
da Cuscuta racemosa Mart. ndo apresentou atividade citotdxica
significatiiva nas concentracfes testadas 3,37-50mg/mL, nas linhagens
tumorais HeLa, MDA-DB e Sk-Mel. O valor de ICso calculado foi de 1,645
+ 0,405, 2,604 = 0,496, 0,505 + 0,420 mg/mL, respectivamente. O fracéo
alcaloidica mostrou atividade citotoxica nas linhagens HeLa, MDA-DB, e

favoreceu o crescimento das células Sk-Mel.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos o extrato de Cuscuta racemosa
Martius e sua fracdo alcaloidica ndo apresentaram acdes citotoxica e
fototéxica nas concentragdes testadas 3,37-50mg/mL e 2,6-40mg/mL,
respectivamente, demostrando ser um ingrediente potencialmente seguro
para aplicacdo tdpica em cosméticos com acgbes cicatrizante, anti-
inflamatdria e antioxidante. Quanto aos resultados obtidos nos ensaios
de eficacia nenhuma das amostras apresentou atividades antimicrobiana
e antitumoral nas concentracdes testadas, porém o extrato apresentou
potencial atividade fotoprotetora frente a exposicdo a radiacdo UVA,.
Conclui-se que o extrato e a fracdo apresentam potencial para uso em
cosmeéticos, e para confirmar os resulatodos obtidos nestes ensaios,
novos estudos podem ser realizados, pois uma vez que Se possa
confirmar acdo antioxidante e fototprotetora do extrato, este pode ser

utilizado uma formulacdo cosmética.
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