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Resumo

Ervas-de-passarinho medicinais sdo utilizadas também em céncer-terapias. Nesse trabalho avaliaram-se efeitos
mitéticos do extrato aquoso de folhas do Phoradendron piperoides (Kunth) Trel.. O material vegetal foi coletado em
Céceres, Mato Grosso, Brasil, 2017. Aplicou-se o teste Allium cepa L. com trés concentracBes de extrato aquoso
foliar (0, 6 e 18 g do p6 de folhas/500 mL de &gua). As cebolas com raizes recém-emitidas ficaram imersas, na
solucdo, por 24 horas (acéo) e, por mais 24 horas em 4gua (recuperagdo). Foram coletadas raizes para microscopia e
contagem de células para célculo dos indices mitéticos (IM%). O IM% na maior concentragdo foi menor que na
intermediéaria (3,95% ¢ < 16,80% b) e, estas duas, distinguiram-se do controle (60,40% a). A inibicdo da mitose
acentuou-se com o aumento da concentracdo do extrato. Os IM%, no controle dos ensaios de ac¢do e de recuperagéo
estiveram similares (60,47%), mas maiores que nas demais concentragdes; nas doses intermedidria (16,80% B <
36,60% A), maior (3,95% B < 46,00% A) e na média geral (27,05% B < 47,71% A) foram menores (p < 0,05) na
acdo que na recuperacdo. Por fim evidencia-se que P. piperoides possui compostos bioativos, extraidos em agua,
inibidores da mitose, efeitos dose-dependente e parcialmente reversiveis na recuperacao.

Palavras-chave: Extratos; Uso popular; Bioatividade; Alteragdes na mitose; Citotdxico; Recuperagéo.

Abstract

Medicinal mistletoes are also used in cancer therapies. Mitotic effects of the aqueous leaf extract of Phoradendron
piperoides (Kunth) Trel. were evaluated. The plant material was collected in Caceres, Mato Grosso, Brazil, in 2017.
The test with three concentrations of aqueous leaf extract (0, 6 and 18 g of leaf powder/500 mL of water) was
applied to Allium cepa L. Newly-emitted onion roots were immersed in the solution for 24 hours (action) and
another 24 hours in water (recovery). Roots were collected for microscopy and cell counting was used to calculate
the mitotic indices (MI1%), which showed a lower value at the highest concentration than the intermediate
concentration (3.95% c < 16.80% b), both differing from the control (60.40% a). Mitosis inhibition increased with an
increase in extract concentration. The mitotic indices in the control of action and recovery tests were similar
(60.47%) but higher than in the other concentrations. The indices were higher (3.95% B < 46.00% A) at intermediate
doses (16.80% B < 36.60% A) and lower (p < 0.05) in the action than the recovery considering the overall average
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(27.05% B < 47.71% A). Thus, P. piperoides has bioactive compounds extracted in water that are inhibitors of
mitosis, dose-dependent, and partially reversible effects on recovery.
Keywords: Extracts; Folk use; Bioactivity; Changes in mitosis; Cytotoxic; Recovery.

Resumen

Las hierbas medicinales para aves también se utilizan en terapias contra el cancer. Se evaluaron los efectos mitdticos
del extracto acuoso de hojas de Phoradendron piperoides (Kunth) Trel. EI material vegetal fue recolectado en
Céceres, Mato Grosso, Brasil, 2017. Se aplicd la prueba de Allium cepa L. con tres concentraciones de extracto
acuoso de hoja (0, 6 y 18 g de polvo de hoja / 500 mL de agua). Las cebollas con raices recién emitidas se
sumergieron en la solucién durante 24 horas (accién) y durante otras 24 horas en agua (recuperacion). Se
recolectaron raices para microscopia y recuento celular para calcular indices mitéticos (% IM). Este, en la
concentracion mas alta, fue menor que en el intermedio (3,95% c <16,80% b) y ambos fueron diferentes del control
(60,40% a). La inhibicién de la mitosis se acentud con el aumento de la concentracion del extracto. Los indices
mitdticos, en el control de la accién y las pruebas de recuperacién fueron similares (60,47%), pero superiores a las
demas concentraciones; en las dosis intermedias (16.80% B < 36,60% A), superiores (3,95% B <46,00% A) y en la
media general (27,05% B < 47,71% A) fueron menores (p < 0,05) en la accién que en la recuperacién. Se concluye
que P. piperoides tiene compuestos bioactivos, extraidos en agua, inhibidores de la mitosis, efectos dosis-
dependientes y parcialmente reversibles en recuperacion.

Palabras clave: Extractos; Uso popular; Bioactividad; Cambios en la mitosis; Citotéxico; Recuperacion.

1. Introducéo

1.1 Uso de plantas em cuidados de salde

A utilizagdo de plantas medicinais é estimulada pela Organizacdo Mundial da Salide-OMS (Brasil, 2006), sendo
usadas mundialmente inclusive na terapia do cancer (Corréa, Maynié, Franca & Hondrio-Franga, 2006). As plantas medicinais,
importantes desde os primdrdios, sdo alvos de pesquisas que podem estimular e orientar o desenvolvimento de produtos
medicamentosos promissores €, estdo na base em cuidados com a satde (World Health Organization [WHO], 1998).

Mais da metade dos pacientes com cancer usam terapias alternativas e complementares, mas poucos revelam isto a
seus médicos (Smith & Boon, 1999).

A grande maioria da populagdo possui confianga nos métodos da medicina tradicional. Nos paises em
desenvolvimento, cerca de 80% da populag¢do confiam nos produtos derivados de plantas medicinais e 0s aplicam em cuidados
com a saude (Firmo et al., 2012).

As plantas constituiram a base da medicina tradicional (Gurib-Fakim, 2006) e, as medicinais sdo usadas com
seguranca pela populacdo quando ha conhecimento e indicacdo adequada, acompanhada por profissionais da area, sendo
importante o usuario saber dos riscos e beneficios envolvidos (Almeida, 2019; Rempel, Maciel, Bergmann, De Moras &
Goettens, 2019). O uso de erva medicinal requer qualidade, seguranca e eficacia; razdo pela qual a avaliagdo cientifica exata
deve ser previamente realizada para entdo endossar, ou ndo, sua aplicacdo em terapias com plantas (Akwu, Naidoo & Singh,
2019).

Entre as plantas medicinais tem-se ervas-de-passarinho (hemiparasitas, viscos), como espécies das familias
Loranthaceae e Santalaceae, fixadas e crescendo em galhos de arvores, sugando a 4gua e minerais de suas hospedeiras (Cazetta
& Galetti, 2007). Ha estudos que mencionam o uso popular destas na terapia de varias enfermidades, entre as quais, tumorais e
cancer (Smith & Boon, 1999; Lorenzana-Jimenez et al., 2018) inclusive, com eficacia, para cancer da mama (Lorenzana-
Jimenez et al., 2018).

Em Mato Grosso (BRA), ervas-de-passarinho sdo usadas popularmente para tratar o cancer e, para varias outras
enfermidades, mais frequentemente para afec¢Oes do sistema respiratorio (Rieder, Silva, Rodrigues, Rodrigues & Silva, 2015).

Entre os viscos, a espécie amplamente encontrada e utilizada na medicina popular da Europa é o Viscum album L. -

Santalaceae (Oliveira, 2012). Produtos da espécie sdo aplicados, por mais de 100 anos, na terapia do cancer (Bonamin, De
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Carvalho & Waisse, 2017) e, provavelmente, seja também, a mais estudada no mundo para entender a sua histéria e esclarecer
seu potencial na terapia do cancer.

Na América o género Phoradendron Nuttt. (Santalaceae) também tem importancia medicinal e popularmente
atribuem-no algumas propriedades farmacolégicas como cicatrizante, analgésica e anticancerigena (Bastos et al., 2017) e; no
nordeste brasileiro a P. piperoides e outras do género Phoradendron sdo usadas na terapia da tosse, influenza, distdrbios
gastrointestinais, desordens femininas e dor (Vasconcellos et al., 2009) e; também para tratar da pressdo arterial elevada
(Varela et al., 2004).

Na medicina tradicional mexicana outra Phoradendron (P. robinsoni) é comumente utilizada para reducdo da pressédo
arterial, combate da tosse e fortalecimento do sistema imunoldgico (Gémez-Cansino, Guzman-Gutiérrez, Campos-Lara,
Espitia-Pinzon & Reyes-Chilpa, 2017).

A P. piperoides est4 na lista de plantas medicinais usadas em Trinidad e Tobago (Barclay, 2012), Peru (Rojas,
Caviedes, Lock & Gilman, 2006), Porto Rico (Ashworth, 2000), Argentina (Maiocchi, Petenatti & Delvitto, 2019), Brasil
(Dias et al., 2007; Rieder et al., 2015; Silva et al., 2015). E usada como anti-inflamatdria, analgésica, para distlrbios
gastrointestinais, respiratorios, tratamento de tumores (Guimaraes, 2006; Vasconcellos et al., 2009). No Estado de Sergipe
(Brasil) a infusdo de suas folhas é utilizada no combate a dor e como antibiotico e abortiva (Dias et al., 2007). Guimaraes

(2006) e Rieder et al. (2015) mencionam que a espécie é também aplicada popularmente na terapia do cancer.

1.2 Ocorréncias de viscos: énfase a familia Santalaceae e género Phoradendron Nutt.

Conforme Nickrent, Malécot, Vidal-Russell e Der (2010) a classificagdo revisada na ordem Santalales (Angiosperma),
exceto a familia Olacaceae, todas as demais familias (17) sdo parasitarias em que evoluiram para o parasitismo aéreo gerando
viscos com rica diversidade. Entretanto Nickrent (2013), numa tabela atualizada em 06 mar 2012, apresenta que a ordem
Santalales € composta de 149 géneros e 2307 espécies de hemiparasitas; totaliza também, respectivamente, os nimeros de
géneros e de espécies nas familias Loranthaceae (76; 1044), Santalaceae (11; 66) e Viscaceae (7; 563). Referenciando a IV
Angiosperm Phylogeny Group classification -APG IV (Chase et al., 2016) e Nickrent et al. (2010), Caires (2017) menciona
que a familia Santalaceae (atualizada) possui 44 géneros e cerca de 1022 espécies, as quais tém distribuicdo tropical,
subtropical e temperada.

A familia Santalaceae estd em todo o mundo (Dettke & Milaneze-Gutierre, 2007) e, nesta, a espécie Viscum album é,
provavelmente, a mais estudada, € hemiparasita, nativa na Europa, farmaceuticamente rica e um simbolo mitolégico (Zuber,
2004).

O género Phoradendron é exclusivo do continente americano (Dettke & Milaneze-Gutierre, 2009; Dettke &
Waechter, 2014) sendo neotropical (Caires, 2017) e, é 0 mais numeroso com cerca de 230 (Dettke & Waechter, 2014) a 240
espécies (Caires, 2017). A maior diversidade de espécies de viscos encontra-se na Ameérica do Sul (Rizzini, 1978),
distribuindo-se do sul dos EUA até a Argentina (Caires, 2017). Polli, Souza e Almeida (2016) citam que o género
Phoradendron também ocorre no leste da india.

No Brasil, conforme citac8es de Caires (2017), a familia Santalaceae tem oito géneros e 68 espécies; no Para, foram
registrados trés géneros e 25 espécies.

O numero de espécies do género Phoradendron, ocorrentes no Brasil é discordante entre alguns autores, o que pode
ser justificado pelo avango de pesquisas no tempo e no espaco. Rigon (2011) registra 60, enquanto Dettke e Caires (2015),

mais recentemente, 69 espécies e, bem distribuidas em todos os dominios fitogeograficos.
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A espécie Phoradendron piperoides (Kunt.) Trel. tem ocorréncia em diferentes regides brasileiras (De Vasconcelos,
Caires & De Melo, 2015; Guarim Neto, 1991; Moreira, Batista & Guarim Neto, 2013). Rigon (2011) constatou 14 espécies do
género Phoradendron ocorrendo no Parana e entre as quais estava a P. piperoides. No Estado de Mato Grosso (MT), Guarim
Neto (1991) menciona ter havido coleta de material vegetal da P. piperoides nas margens do rio Paraguai, proximo da llha de
Taiama.

No meio urbano de Caceres (MT), em 2015, foram encontradas duas espécies, a P. piperoides (Kunt.) Trel. e a P.
mucronatum (DC.) Krug & Urb. (Rieder et al., 2015; O.B. Silva et al., 2015) e, recentemente (junho de 2019) foi encontrada e
identificada uma terceira espécie, a P. bathyoryctum Eichler (A. Rieder, C. S. Caires, O. B. Silva & T. M. Silva., 2019,

comunicacdo por correio eletronico).

1.3 Atividades reveladas por estudos farmacol6gicos

O céncer causa muitas mortes em adultos no Brasil (De Moraes, Alonso & Oliveira-Filho, 2011). Dessa maneira, a
busca de alternativas terapéuticas para esta enfermidade, entre plantas medicinais e, em especial em viscos, se constitui
proposito de varios projetos de pesquisa em universidades.

Em estudos com Viscum album, Singh et al. (2016) mencionaram que mdltiplas atividades terapéuticas derivam da
diversidade fitoquimica encontrada em suas partes vegetais. Extratos e substancias isoladas deste visco proporcionam efeitos
favoraveis nas terapias do cancer, de autoimunidade e de processos inflamatérios. Estudos recentes sugerem haver melhora na
sobrevida e na qualidade de vida de pacientes tratados, contra cancer, com preparacdes desse visco (Singh et al., 2016). Estes
estudos verificaram que constituintes da V. album exibem atividades imunomoduladoras, anti-hipertensiva, antioxidantes,
citotdxica, antitumoral, anti-inflamatoria, antidiabética, antimicrobiana e sedativa.

O extrato aquoso da folha de V. album é anti-hipertensivo, sem afetar frequéncia cardiaca, provavelmente envolvendo
mecanismo simpatico (Ofem et al., 2007).

Estas multifuncBes resultam da heterogénea composi¢do quimica, constituindo a base para as diversas atividades
farmacoldgicas do visco (Singh et al., 2016), cuja individual, somativa e interativa acao define o resultado bioativo.

Acredita-se que as descobertas das propriedades do V. album, do seu potencial e dos beneficios medicinais, em
especial na terapia do cancer, estimularam estudos com outras espécies de viscos distribuidos pelo mundo.

Entre as bioatividades pesquisadas de espécies do género Phoradendron, esta o potencial terapéutico para tumores e
cancer. Estudos revelam uma diversidade importante de bioatividades, tendo-se: acdo hepatoprotetora (P. obtusissimum;
Velazquez et al., 2014); efeitos citotoxicos ativos em células de cancer de mama (P. serotinum; Jacobo-Salcedo et al., 2011);
atividade contra carcinoma nasofaringe (P. vernicosum Greenm; Caamal-Fuentes et al., 2011); efeito inibitorio para NCI-H292
- carcinoma mucoepidermdide pulmonar, MCF-7 - adenocarcinoma de mama humana e HEp-2 - carcinoma epidermoide da
laringe (P. mucronatum; Bastos et al., 2017); inibi¢do do crescimento celular de NCI-H292 e HEp-2 (P. microphyllum; Bastos
et al., 2017); citotoxicidade sobre a linhagem tumoral humana HEp-2), antiflingicos diante da Candida albicans; ndo letais no
teste de toxicidade aguda; efeitos excitatorios e inibitorios na avaliagdo comportamental e, auxilio na cicatrizacdo de feridas
cutaneas (P. mucronatum e P. mycrophyllum; Bastos et al., 2017); atividade hemolitica ausente em baixas concentracdes (<
250 pg extrato.mL™), mas presente em altas concentragdes (500 pug.mL™) (P. bathyoryctum Eichler; Martinez et al., 2013);
efeito de 50 pg de extrato vegetal neutralizar (39,7 £ 1,99%) radicais livres DPPH e contendo um equivalente a 75.400 + 3764
Mg de acido ascérbico (Phoradendron bathyoryctum Eichler; Martinez et al., 2015); atividade antioxidante de flavonois
(Arokoyo, 2017; Arokoyo, Oyeyipo, Du Plessis, Popoola & Aboua, 2019) encontrada em hemiparasitas, tal como C-
glicosilflavonas e 3-desoxiproantocianidinas na espécie P. liga (Varela et al., 2001; Varela et al., 2004).
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Ha vérios estudos que abordam propriedades e bioatividades proporcionadas por extratos da espécie Phoradendron
piperoides, os quais revelam: - efeitos miorelaxantes, antiespasmddicos e, baixa toxicidade aguda do extrato aquoso foliar, sem
efeito antinociceptivo em animais cobaias-camundongos (Dias et al., 2007); - atividades antinociceptiva, anti-inflamatdria e
antioxidante produzidas pelo extrato metanolico, o que requer a identificacdo e o isolamento dos componentes bioativos
(Vasconcellos et al., 2009); - indicios de efeitos antidiabéticos de componentes encontrados na planta (Rostron, 2014;
Rodriguez et al., 2008); - efeito inibitério de 40% da atividade da acetilcolinesterase (AChE) apenas do extrato aquoso foliar e,
sem este efeito, sobre a enzima, do extrato etandlico (Mota et al., 2012); - altos potencias antioxidantes (> 75%) nas
composicdes polares (extrato metandlico bruto, fracdo acetato de etila e particdo metandlica) (Vasconcellos et al., 2009); -
atividade antimicrobiana do extrato diclorometado da planta inteira, mas inibindo em menos de 50% o crescimento de
Mycobacterium tuberculosis em cultura radiométrica (Graham et al., 2003).

As atividades do extrato dependem da capacidade do solvente extrair compostos bioativos e da concentracdo desses

nos extratos brutos (lloki-Assanga et al., 2015).

1.4 Fitoquimica de algumas ervas-de-passarinho

Os principais constituintes bioativos presentes no V. album sdo as lectinas, glicoproteinas, heterodiméricas,
polissacarideos, viscotoxinas, alcaloides, lipideos, triterpenos, peptideos, vesiculas, flavonoides, ciclitdis e aminas (Singh et al.,
2016).

O rendimento na extracdo para diferentes substancias bioativas depende também do tipo de extrator. Por exemplo, o
maior rendimento de fendis e flavonoides foram obtidos, com os extratores aquoso e metandlico, no visco Phoradendron
californicum (lloki-Assanga et al., 2015). Flavondis podem ser encontrados em algumas plantas medicinais e obtidos por
extratores polares como metanol e agua (Arokoyo, 2017). Fenois e flavonoides sdo antioxidantes presentes nas plantas e que
recuperam danos de estressores ambientais (Djeridane et al., 2006).

Bastos (2015) detectou 51 substancias pertencentes a diversos grupos quimicos nos extratos metanélicos das folhas de
P. microphyllum e P. mucronatum. Havia presenca de flavondides, alcal6ides, monoterpendides, sesquiterpendides e
diterpendides, triterpenos/esteroides, agucares redutores e leucoantocianidinas e proantocianidinas condensadas; 0s compostos
em maior percentual foram lupenona (23,07%), lupeol (18,53%) e dimetiltriptamina (18,36%) para P. microphyllum e,
pentacosane (11,37%), hexacosane (10,72%) e lupenona (10,21%) para P. mucronatum. O conteudo fenolico total dos extratos
MeOH de P. mucronatum foi maior que o de P. microphyllum e, aquele também apresentou atividade antioxidante
significativa.

A espécie P. piperoides mostrou positividade para teste de peptideos tdxicos, em triagem prévia de viscos, pelo
método de Samuelsson e colaboradores (Larsson, 2007).

Vasconcellos et al. (2009) constataram que 0 extrato bruto metanélico das folhas de P. piperoides bem como a
particdo acetato de etila, continham alcaléides, flavonoides, saponinas, taninos e triterpenos e; a particdo de diclorometano
concentrou mais triterpenos; a particdo de metanol mais alcaldides, flavonéides, saponinas e taninos, mas pouca quantidade de
triterpenos.

Entre os compostos de plantas medicinais ha alguns que sdo farmacologicamente ativos em processos mitdticos.

1.5 O processo da mitose e fatores interferentes
Conforme Moreira (2015) a mitose é o processo de divisdo celular para gerar dois ndcleos-filhos, contendo cada um,

uma cépia de todos os cromossomas do ndcleo matriz. Regulada por proteinas, a mitose comeca quando as ciclinas atingem as
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concentracfes necessarias no citoplasma e ativam o fator promotor da mitose (MPF), que inicia a condensacdo dos
cromossomas. Nas células vegetais ha auséncia de centrdmeros, formando-se fusos multipolares. A mitose é dividida em
intérfase, profase, metafase, anafase e tel6fase.

Conforme vérios autores (Carneiro & Junqueira, 2012; Ablyazizov, 2018; Moreira, 2015) na intérfase ocorre a
duplicacdo do DNA; na profase, a cromatina condensa-se em cromossomas, 0 nucléolo desintegra-se; na metafase,
cromossomas atingem maxima condensacao e alinham-se no plano equatorial da célula; na anafase, ha divisdo pelo centrémero
e separacdo simultanea das cromatides. Os cromossomas iniciam a ascensdo ao longo dos feixes de microtibulos e no final.
Dois conjuntos idénticos de cromossomas encontram-se em cada polo da célula; na tel6fase, inicia-se a organizacdo dos
nicleos das células-filhas, forma-se o invélucro nuclear em torno dos cromossomas. As fibras do fuso acromaético
desorganizam-se, 0s cromossomas descondensam, o nucléolo é reconstituido e cada célula-filha entra na interfase. Terminada a
diviséo nuclear (cariocinese) geralmente inicia-se a divisdo citoplasmatica (citocinese).

Em vegetais, as vesiculas de Golgi fundem-se, originando uma parede celular que dividird a célula em duas. A
deposi¢do de celulose a lamela média d& origem as duas paredes celulares, geradas do centro da célula-mde a periferia
(Moreira, 2015).

A experiéncia observacional evidencia também que a mitose é afetada por fatores intrinsecos, proprios da natureza e
da programacdo do organismo e, extrinsecos, como ambientais, com o0s quais o0 ser interage e vive, além de outros
desenvolvidos e manipulados pelo homem. Na natureza e em ensaios € observavel a interferéncia da umidade, luz e
temperatura, sendo determinantes na regulagem do ciclo celular, desde a sua deflagracdo. Em vegetais, alem de suas proprias
reservas germinativas, o material de seu cultivo, a aeracdo, umidade, luminosidade e temperaturas locais também interferem no
ciclo celular para a propagacdo, crescimento e desenvolvimento das plantas.

A literatura oferece estudos que revelam ac¢des de vérios fatores interferentes no processo da mitose, entre os quais se
tem: atividade de compostos presentes em extratos vegetais verificaveis no teste com raizes de cebola (A. cepa) (Bezerra &
Oliveira, 2016; Bastos et al., 2017; Akwu et al., 2019; Rieder et al., 2019); inducdo ou supressdo da mitose por fatores fisicos e
quimicos (De Felippe, 2018); estimulo da mitose, através do EGF (Fator de Crescimento Epitélico), agindo em varias
linhagens celulares (Consolaro & Consolaro, 2010); impactacdo no fuso mitético e segregagdo cromossdmica, principalmente
na fase G1 e no controle da transicdo da fase G1 para a fase S devido a alteragcBes genéticas ou epigenéticas, em genes
envolvidos na progressao do ciclo celular (Penna, 2017); danos celulares severos, podem culminar na morte celular, pelo
processo apopt6tico ou por necrose, que podem ser provocados por estresse oxidativo, andxia, isquemia, substéncias toxicas
(Meneguelo, 2007); estabelecimento e controle do processo mitético através das fungdes de enzimas proteinas quinases
dependentes de ciclina-CdK (Carneiro & Junqueira, 2012); atuacdo de compostos quimicos com propriedades farmacoldgicas
afetando a mitose, tal como o agente tiabendazol (TBZ) [2-(4’-tiazolil)-1H-benzimidazol], derivado do bensimidazol, em que
seus produtos antiparasitarios afetam a mitose, 0 nimero de cromossomos, a funcdo do fuso e as estruturas dos microtibulos
(L.P.Silva, 2004); interferéncia na mitose por agentes naturais (ex.: Hormonios) e patolégicos (ex.: Carcinogénicos quimicos
ou virais) (De Felippe, 2018); interferéncia na mitose de quimioterapicos (O’Neil et al., 2010); aceleracdo da mitose pelo
aumento da quantidade de ATP promovida pela energia da luz (Clemente, 2018); efeitos anabdlicos, como a aceleracdo da
formagdo Ossea, aumento da taxa de proliferagdo celular provocada pela irradiacdo com laser de baixa energia (Kawasaki &
Shimizu, 2000); atividade antimitdtica e antiproliferativa do &cido Usnico (metabdlito de liquens) embora isto nédo se relacione
com a formagdo e/ou estabilizagdo dos microtubulos (O’Neil et al., 2010); interferéncia de fitocompostos como as
fitoestimulinas do Triticum vulgare que estimulam a mitose e motilidade dos fibroblastos, reduzindo o tempo de cicatrizacéo

de feridas (Souza, Machado, Silva, Zoppa & Cruz, 2004); impacto em 6rgaos, tecidos e células, como intoxicacdo do figado e
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rins e, provocando também hipertrofia nuclear e celular, estimulagdo da mitose, inclusive anormal, com multiplas inclusGes
nucleares, formacdo de policariécitos e proliferagdo de células do ducto biliar provocado por acdo de fungos contendo
substancias toxicas tal como Phomopsis rossiana que gera a lupinose (Gardiner & Petterson, 1972); indugGes teratogénicas e
abortivas, cancerigenas, inibicdo da mitose mesmo sem paralisar a sintese de DNA, cujos efeitos sdo provocados por alcaldides
da pirrolizidina (PAs), os ésteres pirrdlicos (alquilantes), sendo esses as principais toxinas vegetais e seus metabdlitos
(Prakash, Pereira, Reilly & Seawright, 1999); estabilizacdo de microtGbulos causado por drogas (ex.: taxanos docetaxel e

paclitaxel) usadas com éxito na terapia de tumores solidos (Penna, 2017).

1.6 Mecanismos no processo da mitose

Naturalmente hd um mecanismo somaético de controle da mitose, possibilitado pelas variacdes do (Em) - potencial
transmembrana, estabelecido pela relagdo no meio de ions Na, K e Ca (De Felippe, 2018). Os mecanismos de ac¢do, mais
descritos na literatura dos agentes que afetam a mitose, como Tiabendazol (TBZ), desencadeiam-se nos microttbulos do fuso
celular (L.P. Silva, 2004). Eventos do ciclo celular sdo desencadeados ou regulados por padrdes ciclicos de fosforilagdo de
proteinas, ativando e inativando CdK (proteinas quinases dependentes de ciclina) ao transferirem ATP (adenosina trifosfato),
ou GTP (guanosina trifostato) para aminoacidos aceptores desse fosfato (Carneiro & Junqueira, 2012). A proteina-quinase
Weel fosforila dois aminoacidos do sitio ativo da CdK, inibindo sua atividade e a do complexo do ciclo celular, enquanto a
desfosforilagdo por uma fosfatase Cdc25 inverte este processo e, por um mecanismo de retroalimentacdo positivo e, o
complexo ciclina CdK é capaz de ativar e inativar seu préprio ativador e inibidor (Carneiro & Junqueira, 2012). A elevagdo na
producdo de ATP no interior das células, estimulado nas mitocdndrias celulares, induz aceleragdo da mitose (Santos et al.,
2017). Durante a mitose, falhas na correta distribui¢cdo dos cromossomos para as células filhas podem resultar em instabilidade
gendmica, aberracfes cromossémicas e desenvolver processos malignos (Penna, 2017) e, esta autora infere que os estudos
sobre microtibulos, cinases e proteinas motoras, deram suporte & produgdo dos primeiros antimitdticos, que ligavam-se a
tubulina, agindo na desestabilizacdo dos microtibulos, propiciando a terapia do cancer:

As drogas estabilizadoras e supressoras da dindmica dos microtibulos do fuso mitdtico (Ex.: docetaxel, paclitaxel)
induzem paragem no processo da mitose impedindo a sequéncia de metéfase para a anafase e, nas paragens por longo periodo,
a célula morre por apoptose, 0 que é objetivado pelo uso de drogas antimitéticas na quimioterapia (J.F.T.Teixeira, 2015) . O
blogueio do ciclo celular e a indu¢do da morte celular por apoptose pode se dar por quimioterdpicos que agem nos
microtubulos - estruturas proteicas em que se da a segregagdo dos cromossomos na mitose (O’Neil et al., 2010). A apoptose é
morte celular decorrente e sinalizada pela diminuicdo de seu volume, por alteracBes superficiais (externalizacdo de
fosfatidilserina), modificacfes nucleares (condensacdo e marginalizagdo da cromatina) e fragmentacdo do DNA (Meneguelo,
2007).

1.7 Efeitos citotdxicos, antimitéticos e recuperacéo do indice mitético

Conforme Mazzio, Badisa, Mack, Deiab e Soliman (2014), em alguns casos, a toxicidade de ervas interrompe a
proliferacdo celular e, ndo de processos antimitéticos; verdadeiramente antimitoticos incluindo paclitaxel, ndo séo citotdxicos,
mas interrompem a proliferacdo de células em rapidas divisOes, gerando células citostaticas em contraste com o quantificavel
crescimento celular em 72 horas.

O processo de proliferagdo celular normal pode ser alterado mediante a submissao destas a extratos de plantas (Rieder
et al., 2019). Estes autores também constataram que tais alteragdes podem ser parcial ou definitivamente irreversiveis, apos

cessar 0 tipo de exposicdo das mesmas e, algumas situacdes podem revelar recuperacdo parcial ou até estimulada, apds
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retiradas da submissdo aos extratos testados e mantidas por certo tempo em condicdo normal (controle). Situagdes parecidas
estdo descritas por outros estudiosos. Louvatel, Arenhart e Zaions (2014) verificaram que duas concentrag¢des (C1=1,5%;
C,=4,5%) do extrato aquoso de S. byzantina C. Koch. (pulmonaria) apresentaram, em raizes de A. cepa, indices mitéticos
(IM%) médios significativamente (p < 0,05) decrescentes e inversos em relagdo as concentragdes (IM%_C, < IM%_C; <
IM%_Co), o que foi confirmado também apds recuperagdo do IM% das raizes em agua destilada (p < 0,05). No ensaio com
extrato aquoso de T. majus L. (capuchinha), Louvatel et al. (2014) constataram que os indices também decresceram
inversamente as concentracdes (p < 0,05), mas apds recuperacdo em agua destilada, diferiram; suspeitam que nas
concentracfes maiores deva haver tempo de oportunidade maior de recuperacdo. Estudos de S.P.C.Teixeira (2011) com o
molusco sentinela da qualidade ambiental Scrobicularia plana (Familia Semelidae) sugerem que o stress a que sdo submetidos
animais cobaias, afeta a normalidade do ritmo celular e o indice mitético, sendo necessério dar um tempo de adaptacao
laboratorial, para recuperar os animais e o IM%.

Por haver caréncia de estudos sobre os efeitos citotoxicos e genotdxicos, antimitoticos, inibidores e recuperadores da
mitose induzido por extratos da espécie Phoradendron piperoides, objetivou-se testar o efeito do extrato aquoso de folhas

deste vegetal na divisdo celular por meio do teste em raizes de Allium cepa.

2. Material e Métodos

Este trabalho com a erva de passarinho Phoradendron piperoides é parte das atividades do projeto Mistletoes, do
grupo de pesquisa Estudo da Flora Bioativa (FLOBIO), desenvolvido na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT),
Campus Universitario Jane Vanini (CUJV), Céceres, Mato Grosso (MT), Brasil (BRA), entre 2017 e 2020.

Trata-se de uma pesquisa cientifica experimental, de abordagem quantitativa (J.W.Creswell & J.D.Creswell, 2021),
cuja execucdo foi orientada, com adaptacGes, por um guia de técnicas em citogenética vegetal (Guerra & Souza, 2002).

As folhas da P. piperoides (Sp4) foram coletadas em uma planta hospedeira conhecida como Figueira gameleira
(Ficus enormis (Mart. ex Mig.) Miq., nas coordenadas Lat. Sul 16°11°42” e Long. Oeste de Gr. 57° 40° 517, situado as
margens do rio Paraguai, em sua passagem na cidade de Caceres (MT, BRA). Apds a coleta, os materiais foram destinados a
identificacdo botanica e para o preparo de extratos visando efetuar os estudos objetivados, sendo executados nos laboratérios
de botéanica, quimica e microscopia da UNEMAT, localizados na Avenida Sao Jodo s/n e na casa dos projetos, sala 8, Cidade
Universitaria, Avenida Santos Dumont s/n, Caceres. As folhas-F coletadas da hemiparasita P. piperoides foram desidratadas ao
ar livre e depois complementado em estufa a 45 °C. Apo6s, parte destas foram moidas (moinho IKA®, M20), cujo pé foi
colocado e lacrado em vidro esterilizado e armazenado em Freezer. Oportunamente, deste p6, definiu-se trés dosagens (Do, s e
1g) Utilizando, respectivamente, 0, 6 e 18 gramas para extracdo por infusdo em 500 mL de &gua destilada previamente aquecida,
agitando a mistura com bastdo de vidro por 2 min e mantendo-a em repouso por mais 14hs. Apds, a mistura foi coada com
papel-filtro, via funil, em copo Becker proporcionando-se assim a obtencéo das solu¢des experimentais contendo as dosagens
visadas de extrato (E) aquoso (A) foliar (F) de Phoradendron piperoides (EAFPp), cujo os volumes supriram as demandas dos
tratamentos e suas repeticdes.

As cebolas utilizadas em cada recipiente, que se constituiria em unidade experimental, foram estimuladas previamente
para emitirem raizes em copos com 50 mL de dgua trocada diariamente, até desenvolverem raizes com média de comprimento
de 3 cm. A instalacdo dos tratamentos constituiram-se de 50 ml de solucdo experimental, acondicionada em recipientes
alocados aleatoriamente no quadriculado de espago experimental, formando um delineamento inteiramente casualisado,
contendo, nas primeiras 24 horas, 12 unidades experimentais (Ambiente de agdo-Ai: submissdo de raizes de cebola a 3

tratamentos de dosagens de EACPp_ Do, Ds, D1s) €, nas seguintes 24 hs oportunizando restauragdo (Ambiente de recuperacéo-
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Ri: em &gua destilada) das mesmas unidades experimentais. Ap6s as 24 hs de exposicao a cada ambiente experimental (Ai; Ri)
foram coletadas raizes das cebolas, sendo imersas em solucdo Carnoy e acondicionadas em tubos de plasticos de 1,5ml,
guardadas em geladeira, até a execugdo da microscopia, que seguiu a metodologia descrita por Guerra e Souza (2002), com as
seguintes adaptacOes: deixadas por 4 minutos no HCI, seccionou-se a regido meristematica (ponta da raiz) com uma lamina,
colocou-se o material sobre a mesma, adicionou-se dois pingos de Azul de Metileno e, ap6s 4 minutos cobriu-se as mesmas
com uma laminula e procedeu-se o esmagamento, pressionando com um bastéo de silicone e/ou com um lapis com borracha na
extremidade e; em seguida levado ao microscépio para observacdo e para fotografar as imagens do conjunto de células. A
microscopia gerou os dados que alimentaram a analise do processo e do indice mitético (IM%).

As fotografias obtidas em microscépio 6ptico (aumento 400x) foram processadas no programa ImageJ para contagem
das células por fases mitdticas em que haviam 2000 células por tratamento e, apds calculados os indices mitéticos [IM% =
100x (células em divisdo) / (total de células)] nas dosagens (Di=0, 6, 18) e ambientes de submissdo (Ti, Ri)] apreciados. Os
IM% das varidveis foram tratados estatisticamente (ANOVA, F, Ducan, significancia p < 0,05), para nortear as interpretacdes e
desenvolvimento deste texto académico para publicag&o.

3. Resultados e Discussao

Os resultados dos efeitos mitéticos do extrato EAFPp estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Efeitos Mitéticos (IM%) do Extrato Aquoso Foliar do Visco Phoradendron piperoides (Kunt.) Trel., (EAFPp) em
Raizes de Alium cepa L. Submetidas a Trés Dosagens (Di= 0, 6, 18) do Extrato em Dois Ambientes (Ac&o por 24 Horas-Ti e,

Seguido por Mais 24hs de Recuperacio em Agua-Ri), Caceres, Mato Grosso, Brasil, 2019

Concentrages do extrato EAFPp indice Mitotico (IM%) consequente do EAFPp

Ambientes de submissao

Doses [Di=X; g/500 mL (mg/mL)] -Ti (Em submissdo as D;)  -Ri (Em recuperagdo, sé em &gua) Geral
Do=0 (0,00) 60,4 a; A 60,55 a; A 60,47 a;
D;=6 (12,00) 16,8 b; B 36,60 b; A 26,70 b;
D,=18 (36,00) 3,95¢; B 46,00 b: A 24,97 b;

Geral 27,05 B; 4771 A; 37,38

Nota. Letras mailsculas na mesma linha comparam colunas e, mindsculas na mesma coluna comparam linhas. Letras iguais ou distintas
revelam, respectivamente, similaridade ou ndo (p < 0,05) nas comparagdes.
Fonte: Autores.

Houve efeito do EAFPp na mitose (Tabela 1). Ha outros estudos, com este extrato, que demonstraram diferentes
efeitos como: anti-espasmadico, baixa toxicidade (Dias et al., 2007); interferéncia no transito intestinal (Marcal, Almeida &
Carvalho, 2007) e na atividade da acetilcolinesterase, induzidos por compostos presentes em extratos vegetais, inibindo-a
moderadamente (Mota et al., 2012). Efeitos na mitose em raizes de A. cepa foram constatados por diferentes autores (Bezerra
& Oliveira, 2016; Bastos et al., 2017; Akwu et al., 2019; Rieder et al., 2019).

A acdo do extrato foi de inibicdo da mitose reduzindo os IM% médios (Do: 60,47 a; D1: 26,70 b; D: 24,97 b). Esta
inibicdo se deve a constituintes bioativos presentes no extrato testado os quais precisam ser identificados e descritos seus
provaveis mecanismo de acdo. A inibicdo ou supressdo da mitose pode ser induzida por fatores fisicos e quimicos (De Felippe,

2018), por certos acidos de liquens e seus metabolitos (O’Neil et al.,, 2010), por toxinas vegetais e seus metabolitos
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(principalmente alcal6ides) (Prakash et al., 1999), pela desestabilizacdo de microtibulos do fuso mitético (Penna, 2017;
J.F.T.Teixeira, 2015). Em outro extrato, o metanolico e na particdo de acetato de etila das folhas P. piperoides, Vasconcellos et
al. (2009) encontraram forte presenga de alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos e triterpenos, mas ndo houve presenca de
esteréides. Considerando também outras atividades, Margal et al. (2007) verificaram haver efeito da infusdo das folhas P.
piperoides no transito intestinal em camundongos, reduzindo as contragdes significativamente, o que, em hipétese, pode ser
devido a um bloqueio de influxo de célcio através dos canais de célcios e a ativacdo do setor adrenérgico. Mota et al. (2012)
detectaram atividade inibitéria moderada (40%) da acetilcolinesterase com o extrato aquoso de P. piperoides. Em duas outras
espécies de Phoradendron (P. microphyllum e P. mucrunatum), Bastos et al. (2017) identificaram presenca de alcaldides e
outros compostos como diterpenos, triterpenos, esterois, alcoois, aldeidos, acidos graxos e hidrocarbonetos. Bastos et al.
(2017) constataram que o extrato hexanico das félhas P. mucronatum apresentou efeito inibitério do crescimento de células
tumorais humanas.

A inibicdo do IM% acentuou-se com o aumento das doses, (Do: 60,4 a; Di1: 16,8 b; D»: 3,95 c), acenando ser dose-
dependente em determinado intervalo de concentracdo, o que precisa ser melhor estudado. Marcal et al. (2007) verificaram que
0 extrato aquoso foliar da P. piperoides reduziu, significativamente, de maneira dose dependente, as contragdes intestinais
induzidas por histamina e carbacol.

Os efeitos indicam bioatividade de substancias presentes neste extrato (EAFPp), Compostos tdxicos presentes na P.
piperoides, com efeitos na mitose, podem ser produzidos por peptideos toxicos (Larsson, 2017). Vasconcellos et al. (2009),
entre varios outros compostos, encontraram presenca de alcaldides no extrato metanolico foliar desta espécie. Dias et al. (2007)
constataram outros efeitos com o extrato aquoso liofilizado das folhas de P. piperoides, apresentando-se como anti-
espasmadico e de baixa toxicidade aguda em camundongos, mas ndo revelou efeito antinociceptivo.

Apo6s 24hs de submissdo dos tratamentos (Ti) foi avaliado a recuperacdo em &gua por mais 24hs e constatado a
reativacdo da divisdo celular pelo teste A. cepa, confirmado pelo IM% em D e D,. Esta reativacdo néo se diferenciou entre as
D1(36,60% b) e D, (46,00% b). Embora trabalhando com outras espécies de plantas Louvatel et al. (2014) encontraram
respostas similares ao presente estudo. A toxicidade de plantas pode interromper a proliferacdo celular, gerando células
citostaticas (Mazzio et al., 2014).

Comparando efeito de concentracdes de chés, em seu estudo com o tratamento do cha de cogumelo de sol A.A.Silva
& Bohm (2012) observaram efeito inibitdrio no comprimento das raizes de cebola (C2:67,14%; C1:35,71%) em dois
tratamentos com cha de cogumelo de sol (concentracBes C, > Ci) em relacdo ao controle. Quando avaliado o indice mitético,
as redugdes, em C, e em C; foram, respectivamente, de 57,23% e 50,31% em relagdo ao controle. O ciclo celular também foi
inibido em raizes de cebola expostas a extratos aquosos de outras espécies, como de Losna (Artemisia absinthium L e com
apenas recuperagdo parcial, 24hs apo6s as raizes terem sido imersas em agua destilada (O.B.Silva et al., 2015). O tanino € um
composto que pode produzir efeitos antimitéticos quando raizes de cebola sdo expostas ao mesmo em solucBes de certas
concentracdes e, se removido de raizes em tempo curto, por agua destilada, ainda poderad haver recuperacdo da mitose que

havia sido inibida, o que confere com consideracdes de R. de.O Teixeira et al. (2003).
4. Consideracdes Finais

A espécie P. piperoides possui compostos bioativos em suas folhas, extraidos em agua, que inibiram a mitose de

forma dose-dependente, sendo parcialmente reversivel.
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Sugere-se continuidade e aprofundamento dos estudos para revelar os constituintes quimicos, bioatividade dos
mesmos, mecanismos de acéo, assim como verificar seu potencial na terapia de enfermidades humanas, em especial como

anticancer e, desenvolvimento de produtos terapéuticos.
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