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RESUMO

Nos ultimos anos, tem-se observado um crescimento significativo no
uso de formulacdes fitoterapicas e magistrais como alternativas
terapéuticas e/ou complementares no manejo da obesidade. Esse
movimento €& impulsionado pela busca por abordagens
consideradas mais naturais e potencialmente menos agressivas.
Contudo, destaca-se que muitas dessas formulacdes vém sendo
empregadas na pratica clinica sem a devida avaliacao experimental
quanto a sua toxicidade e seguranca. Desse modo, o0 presente
estudo teve como objetivo desenvolver e padronizar uma
formulacao fitoterapica magistral destinada ao manejo da
obesidade e avaliar a citotoxicidade da formulagcao em duas
linhagens celulares, HepG2 e BGM. Foi desenvolvida uma
formulacao composta por extratos secos padronizados de Passiflora
incarnata, Equisetum giganteum, Aloe ferox, Baccharis trimera,
Fucus vesiculosus e Phaseolus vulgaris. Para avaliar a citotoxicidade
da formulacao, as células foram cultivadas em meio RPMI-1640,
semeadas em placas de 96 pocos e viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de resazurina. As concentracdes de 10.000;
1.000; 100; 10; 1 e 0,1 pg/mL foram testadas nas linhagens HepG2 e
BGM, e apods 24 horas, uma reducao significativa da viabilidade
celular foi observada apenas na maior concentracédo (10.000 pg/mL;
p < 0,0001). Os resultados evidenciam que a formulacao fitoterapica
apresenta baixa toxicidade in vitro.
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ABSTRACT

In recent years, a significant increase has been observed in the use
of herbal and compounded formulations as therapeutic and/or
complementary alternatives in the management of obesity. This

trend is driven by the search for approaches considered more



natural and potentially less aggressive. However, it is noteworthy
that many of these formulations have been used in clinical practice
without proper experimental evaluation of their toxicity and safety.
Therefore, the present study aimed to develop and standardize a
compounded herbal formulation intended for the management of
obesity and to evaluate its cytotoxicity in two cell lines, HepG2 and
BGM. A formulation composed of standardized dry extracts of
Passiflora incarnata, Equisetum giganteum, Aloe ferox, Baccharis
trimera, Fucus vesiculosus, and Phaseolus vulgaris was developed.
To assess the cytotoxicity of the formulation, cells were cultured in
RPMI-1640 medium, seeded into 96-well plates, and cell viability was
determined using the resazurin assay. Concentrations of 10,000;
1,000; 100; 10; 1; and 0.1 pyg/mL were tested in HepG2 and BGM cell
lines, and after 24 hours, a significant reduction in cell viability was
observed only at the highest concentration (10,000 pg/mL; p <
0.0001). The results demonstrate that the herbal formulation
presents low in vitro toxicity.

Keywords: obesity; cytotoxicity; compounded formulation.
1. INTRODUCAO

A obesidade configura-se como uma condic¢cao cronica multifatorial
de elevada relevancia em saude publica, estando associada a
alteracdes metabdlicas, inflamatorias e hormonais complexas. Nesse
cenario, observa-se um aumento expressivo no uso de formulacdes
fitoterapicas e magistrais como alternativas terapéuticas,
impulsionado pela busca por abordagens mais naturais e
potencialmente menos agressivas. No entanto, muitas dessas
formulagcdées sao utilizadas na pratica clinica sem avaliagcao
experimental rigorosa de sua seguranca em nivel celular, o que

evidencia uma importante lacuna cientifica e regulatoéria [1, 2].



A avaliagao da citotoxicidade de compostos bioativos € essencial e
fundamental para garantir sua seguranca e eficacia, especialmente
diante do crescente uso dessas terapias na pratica clinica e na
automedicacao. Historicamente, produtos de origem vegetal, por
serem naturais, sao vistos como inofensivos, entretanto, diversas
substancias bioativas podem exercer efeitos adversos sobre células
humanas, dependendo da concentracao, do tempo de exposicao, da
via de administracao e até mesmo da sinergia entre as substancias

em formulacdes fitoterapicas [3-5].

Nesse contexto, os ensaios de viabilidade celular tém se consolidado
como uma das principais abordagens em estudos /n vitro voltados a
farmacologia e toxicologia, por permitirem inferir o estado funcional
das células a partir de sua atividade metabdlica [6, 7]. O ensaio de
viabilidade metabdlica utilizando resazurina destaca-se e €
amplamente empregado devido a sua sensibilidade, simplicidade
operacional, baixo custo e aplicabilidade em diferentes linhagens

celulares [8, 9].

A resazurina é um corante redox nao fluorescente que, ao penetrar
nas células, € reduzido a resorufina, composto fluorescente por
enzimas intracelulares associadas ao metabolismo celular. Essa
conversao permite a quantificacao indireta da viabilidade celular
com base na intensidade do sinal gerado [8, 9]. Esse tipo de teste,
por sua versatilidade e carater nao destrutivo, permite inclusive
analises complementares no mesmo sistema experimental,
tornando-o uma ferramenta relevante na investigacao de

substancias com potencial terapéutico [9-11].

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo

desenvolver e padronizar uma formulacao fitoterapica magistral



destinada ao manejo da obesidade, composta por extratos de
Passiflora incarnata, Equisetum giganteum, Aloe ferox, Baccharis
trimera, Fucus vesiculosus e Phaseolus wvulgaris, e avaliar a
citotoxicidade da formulacao em duas linhagens celulares, HepG2

(cancer hepatico humano) e BGM (rim de macaco-verde-africano).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Desenvolvimento e Preparo da Formulagdao Fitoterapica

Magistral

A formulacao fitoterapica magistral avaliada neste estudo foi
desenvolvida pela autora principal, farmacéutica, seguindo os
principios do desenvolvimento racional de formulacdes magistrais e
fundamentada em evidéncias cientificas relacionadas ao emprego
de plantas medicinais no manejo complementar da obesidade.
Considerando o carater multifatorial dessa condicdao clinica, a
formulacao foi concebida com o propdsito de integrar espécies
vegetais cujos compostos bioativos apresentassem mecanismos de
acao complementares sobre diferentes processos fisiopatoldgicos
envolvidos na obesidade, incluindo modulacao neuroenddcrina,
metabolismo energético, absorcao de carboidratos, inflamacao

sistémica, retencao hidrica e funcao digestiva [12,13].

A selecao das espécies vegetais foi realizada por meio de
levantamento da literatura cientifica, contemplando estudos
experimentais, ensaios clinicos, revisdes de literatura, monografias
oficiais, Farmacopeia Brasileira, e fichas técnicas dos fabricantes dos
extratos padronizados. Para cada espécie foram considerados a
identificacao botanica, a parte vegetal utilizada, a composicao

fitoquimica, os principais compostos bioativos, as indicacdes



terapéuticas, os mecanismos farmacoldgicos descritos, as evidéncias
de eficacia relacionadas ao manejo da obesidade e o perfil de

seguranca para administracao oral [12-16].

A composicao da formulacao foi estruturada segundo o conceito de
abordagem farmacoldégica multialvo, buscando associar extratos
vegetais com mecanismos de acao complementares e potencial
atuacao sinérgica sobre diferentes vias fisiopatoldgicas relacionadas
a obesidade, conforme descrito para formulacdes fitoterapicas
complexas [13]. A associacao foi planejada de forma a contemplar
diferentes alvos terapéuticos sem sobreposicao farmacoldgica

significativa entre os componentes.

As dosagens individuais dos extratos foram definidas mediante
analise integrada das faixas de utilizacao descritas na literatura
cientifica, nas monografias técnicas e nas recomendacdes dos
fabricantes para extratos secos padronizados. Para cada espécie
vegetal foram consideradas a parte utilizada da planta, a
padronizacao do extrato, as concentracdes recomendadas para
administracao oral, as evidéncias de eficacia em estudos pré-clinicos
e clinicos e os respectivos perfis de seguranca [14-16]. A composicao
final fol estabelecida de modo que todos os componentes
permanecessem dentro das faixas de utilizacdao descritas
individualmente, preservando a compatibilidade farmacoldgica

entre os extratos e a seguranca da associagéo.

Embora existam evidéncias de potenciais interacoes
farmacodinamicas entre compostos bioativos presentes em
formulacdes fitoterapicas, nao foram realizados calculos especificos
para estimativa dessas interacdes, uma vez que ainda nao existem

modelos farmacocinéticos ou farmacodinamicos validados capazes



de predizer o comportamento de associagdes compostas por
multiplos extratos vegetais [13]. Dessa forma, a formulacao foi
fundamentada na plausibilidade bioldgica da associacdao, na
complementaridade dos mecanismos de acao e nas evidéncias de
seguranca previamente descritas para cada componente. As
caracteristicas dos extratos vegetais utilizados, incluindo a parte da
planta empregada, as doses incorporadas a formulacao, as faixas de
utilizacao descritas na literatura e a justificativa farmacoldgica para

inclusao de cada componente estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos extratos vegetais utilizados no
desenvolvimento da formulacao fitoterapica magistral proposta para

O Mmanejo da obesidade
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A Esta tabela possui muitas colunas e foi cortada para impressao. Para visualiza-la

completa, acesse o artigo original em: https://revistatopicos.com.br/artigos/analise-de-

citotoxicidade-de-uma-formulacao-fitoterapica-magistral-indicada-para-o-controle-

da-obesidade?noblockage

Fonte: Elaborada pela autora (2026), embasada pelos autores: [14];
[12]; [19]; [20]; [16]; [38]; [31]; [32]; [23]; [24]; [33]; [45]; [46].
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Para o preparo da formulacdao foram utilizados extratos secos
padronizados de Passiflora incarnata, Equisetum giganteum, Aloe
ferox, Baccharis trimera, Fucus vesiculosus e Phaseolus vulgaris,
obtidos das respectivas partes vegetais descritas nas monografias
oficiais e nas fichas técnicas dos fabricantes. A Farmacopeia
Brasileira foi utilizada como referéncia para verificacao da identidade
botanica, da parte vegetal empregada e das especificacbes de
qualidade dos insumos, quando aplicavel. Os extratos foram
previamente pesados em balanca analitica calibrada e
posteriormente homogeneizados em equipamento apropriado para
assegurar distribuicao uniforme dos principios ativos. Como
excipiente utilizou-se amido de milho qg.s.p., empregado como
veiculo inerte para promover estabilidade fisica e padronizacao da
formulacao. A mistura foi encapsulada em capsulas duras, incolores
e isentas de corantes, manipuladas em farmacia de manipulacao
parceira, em conformidade com as Boas Praticas de Manipulacao
estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
[17]. Apds o preparo, as capsulas permaneceram armazenadas em
condicoes controladas de temperatura e umidade até sua utilizacao

experimental.

2.2. Ensaio de Citotoxicidade

2.2.1. Preparacao da Amostra

Para a realizacdao do ensaio citotoxico da formulacao magistral
desenvolvida, foi preparada, inicialmente, a solucao inicial com 100
mg do extrato seco (da formulacao) dissolvidos em 1000 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO), resultando em uma solucao homogénea.
Esta solucao inicial foi armazenada em microtubos de polipropileno

estéreis e mantida sob refrigeracao até o momento das dilui¢cdes.



A partir da solucao inicial, foram realizadas seis diluicdes seriadas
logaritmicas decrescentes, com concentracdes finais de 10000 ug,
1000 pg, 100 ug, 10 pg, 1 ug e 0,1 ug / mL, respectivamente. Cada
diluicao foi preparada utilizando o método de diluicao sucessiva, em
que 100 pL da diluicao anterior foram transferidos para 900 pL de
meio de cultura RPMI-1640, totalizando 1T mL de volume final por
tubo. Essa sequéncia foi repetida sucessivamente até atingir a

menaor concentragéo prevista.

O controle negativo consistiu na exposicao das células ao meio
RPMI-1640, suplementado com DMSO na mesma concentracao
presente nas solugdes, visando excluir eventuais efeitos toxicos
atribuiveis ao solvente. Essa estratégia permite assegurar que
possiveis alteracdes na viabilidade celular fossem exclusivamente
relacionadas a presenca da formulacao fitoterapica testada, e nao ao

DMSO.

2.2.2. Ensaio de Viabilidade Metabdlica com Resazurina

A atividade citotoxica da formulacao fitoterapica foi avaliada in vitro
utilizando as linhagens celulares HepG2 (cancer hepatico humano) e
BGM (rim de macaco-verde-africano). As células foram cultivadas em
meio RPMI-1640 (Sigma), suplementado com 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino
inativado, mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de

COs..

Apds semeadura em placas de 96 pocos, a uma densidade de 3x104
células/poco e periodo de 24 horas para adaptacdo, as células foram

tratadas com as diferentes concentracdes da formulacao (10.000;



1.000; 100; 10; 1; 0,1 pug/mL) por 24 horas. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de resazurina,
baseado na capacidade das células metabolicamente ativas de
reduzir esse corante em resorufina, um composto fluorescente. O
ensaio baseia-se na integridade funcional do metabolismo celular,
especialmente na atividade de enzimas oxidoredutoras presentes
nas mitocéndrias e no citosol. Células viaveis mantém fluxo
metabdlico ativo, com geracao de equivalentes redutores, como
NADH e FADH,, que participam da conversao da resazurina em
resorufina. Esse processo permite analises quantitativas confiaveis,
desde que fatores como densidade celular, tipo de linhagem e
tempo de incubacgao sejam rigorosamente controlados. Contudo, €
importante destacar que esse método reflete predominantemente a
atividade metabdlica, e nao necessariamente a morte celular direta

[6-9].

Apds a adicdo de 20 pg de solucdo de resazurina (0,30 mg/mL) e
incubacao por 24 horas a 37 °C, a intensidade do sinal foi
quantificada a 570 nm em leitor de microplacas Varioskan LUX
(Thermo Fisher Scientific, EUA) operado pelo software Skantlt
(versao 7.1), refletindo a atividade metabdlica das células viaveis. Os
valores obtidos foram normalizados em relacdao ao controle veiculo e
a concentracao citotoxica 50% (CCso) foi determinada por analise de
regressao nao linear das curvas dose-resposta, utilizando o software

GraphPad Prism (versao 8.0).

O tempo de exposicao de 24 horas foi adotado por ser amplamente

utilizado em ensaios de citotoxicidade /n vitro e considerado



suficiente para detectar efeitos agudos sobre a viabilidade celular,

especialmente em testes com resazurina [6, 7, 18].

2.2.3. Analise dos Dados

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, confirmando a distribuicao normal das amostras (p > 0,05). Na
sequéncia, aplicou-se anadlise de variancia de uma via (one-way
ANOVA), e testes de Brown-Forsythe e Bartlett que para confirmar a
homogeneidade das variancias (p > 0,05), utilizando software
GraphPad Prism (versao 8.0). Também foi realizada uma regressao
nao linear das curvas dose-resposta para estimar os valores de CCso
(concentragcao citotoxica %) para cada linhagem celular com

Intervalo de Confianca de 95% (1C95).

3. RESULTADOS

3.1. Desenvolvimento da Formulacgao Fitoterapica Magistral

O desenvolvimento da formulacao fitoterapica magistral resultou na
selecdao de seis extratos vegetais padronizados: Passiflora incarnata,
Equisetum giganteum, Aloe ferox, Baccharis trimera, Fucus
vesiculosus e Phaseolus vulgaris. A composicao foi definida com
base em critérios técnico-cientificos previamente estabelecidos,
considerando a complementaridade dos mecanismos de acao, as
evidéncias de eficacia descritas na literatura e o perfil de seguranca

de cada espécie para administracao oral.

As doses incorporadas a formulacao foram estabelecidas dentro das
faixas de utilizacao descritas na literatura cientifica, em monografias
técnicas e nas fichas técnicas dos fabricantes dos extratos

padronizados, respeitando os limites de seguranca para uso oral e a



compatibilidade farmacolégica entre o0s componentes. As
caracteristicas dos extratos vegetais utilizados e a composi¢cao da

formulacao desenvolvida estao apresentadas na Tabela 1.

3.2. Ensaio de Citotoxicidade

As concentracbes de 10.000; 1.000; 100; 10; 1 e 01 pg/mL da
formulacao fitoterapica magistral desenvolvida foram testadas nas
linhagens HepG2 e BGM, e apds 24 horas, uma reducao significativa
da viabilidade celular foi observada apenas na maior concentracao
(10.000 pg/mL; p < 0,0001). Nas demais concentracdes, a viabilidade
Manteve-se superior a 90%, sem diferencas estatisticas em relagao

ao controle (p > 0,05).

Os resultados apresentaram diferenca significativa entre as
linhagens (HepG2: F = 20,80; p < 0,0001; R? = 0,77; BGM: F = 65,36; p <
0,0001; R? = 0,84), e os testes de Brown-Forsythe e Bartlett

confirmaram homogeneidade das variancias (p > 0,05).

A CCso estimada por regressdo ndo linear foi de 28.046 ug/mL
(IC95%: 23.831-33.473) para HepG2 e 57.684 ug/mL (IC95%: 47.825-
71.612) para BGM, valores que extrapolaram a maior concentracao
testada (10.000 ug/mL). Esses resultados indicam baixa

citotoxicidade in vitro, com efeito toxico apenas em doses extremas.

As Figuras 1 e 2 mostram o comportamento da viabilidade celular
nas duas linhagens, evidenciando estabilidade das curvas dose-
resposta até 1.000 pg/mL e declinio acentuado somente em 10.000
ug/mL. O ajuste das curvas dose-resposta apresentou coeficientes
de determinacao R? = 0,77 para HepG2 e R? = 0,84 para BGM,

demonstrando consisténcia estatistica e reforcando a confiabilidade



dos valores estimados de CCso, que extrapolam a maior
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Figura 1. Viabilidade celular (%) de
HepG2 apds 24 hs de exposicao a
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Figura 2. Viabilidade celular (%) de BGM
apos 24 hs de exposicao a formulacao
fitoterapica. Fonte: GraphPad Prism.
De forma geral, os resultados obtidos evidenciam que a formulagao

fitoterapica apresenta baixa toxicidade in vitro, uma vez que 0s



valores de CCso foram elevados e apenas a concentracdao maxima

testada ocasionou reducao significativa da viabilidade celular.

4. DISCUSSAO

Diante da baixa citotoxicidade da formulacao fitoterapica
desenvolvida frente as linhagens celulares HepG2 e BGM, com
viabilidade celular superior a 90% em todas as concentracdes
testadas, exceto na mais elevada (10.000 pg/mL), é sugerido uma
seguranca preliminar para o uso, embora ainda haja necessidade de
investigacdes complementares de toxicidade para validar a
seguranca e a aplicabilidade dessa formulagcdo no manejo da
obesidade e das disfuncdes metabdlicas associadas. Esse perfil de
baixa toxicidade & compativel com estudos recentes envolvendo
compostos naturais utilizados em disturbios metabdlicos, os quais
tendem a apresentar boa tolerabilidade celular quando empregados

em concentracodes fisiologicamente relevantes [13].

O resultado observado com as curvas de dose-resposta (Figuras 1 e
2) evidenciam estabilidade da viabilidade celular até concentracdes
intermediarias, com reducao significativa apenas em dose extrema,
indicando baixo potencial citotoxico nas condicdes avaliadas [6, 9].
Embora tenha sido observada diferenca nos valores estimados de
CCso entre as linhagens (HepG2 < BGM), essa variacao deve ser
interpretada com cautela, uma vez que ambas apresentaram
comportamento semelhante ao longo de toda a faixa experimental.
A reducao da viabilidade ocorreu de forma coincidente apenas na
maior concentracao testada, nao sendo observadas diferencas
relevantes em concentracdes mais baixas, o que sugere que a
resposta celular é globalmente semelhante entre os dois modelos [7,

25].



A maior sensibilidade aparente das células HepG2 pode estar
relacionada a sua origem hepatica e maior capacidade metabdlica,
uma vez que essa linhagem apresenta atividade enzimatica
envolvida na biotransformacao de xenobidticos, podendo gerar
metabodlitos mais reativos [26, 27]. Entretanto, os dados nao indicam
uma diferenca funcional expressiva entre as linhagens dentro da
faixa de concentracdes biologicamente relevantes, sugerindo que o
efeito citotdxico da formulacdo é limitado e ocorre apenas em

condicdes de exposicao elevada.

Além disso, os elevados valores de CCso, sSuperiores a maior
concentracao testada, reforcam a baixa citotoxicidade da
formulacdao, mas também indicam uma limitacdao experimental,
uma vez que nao foi possivel determinar com precisao o ponto de
inflexao da curva dose-resposta. Esse tipo de comportamento é
descrito na literatura em estudos exploratorios de citotoxicidade, nos
quais a auséncia de efeito em concentrac¢des intermediarias dificulta

a caracterizacao completa do perfil toxicoldgico [18, 28].

Dessa forma, os resultados devem ser interpretados como evidéncia
preliminar de baixa toxicidade /n vitro, sendo coerentes com
achados prévios envolvendo os compostos da formulacao, que
apresentam perfil de seguranca em modelos celulares [2, 9]. No
entanto, € importante ressaltar que ensaios baseados em resazurina
refletem predominantemente a atividade metabdlica celular e nao

necessariamente a morte celular direta [6, 8].

Em adicao, escolha as linhagens celulares utilizadas no presente
estudo representa um fator determinante para a confiabilidade dos
resultados. A linhagem HepG2, derivada de carcinoma hepatocelular

humano, € amplamente utilizada em estudos de metabolismo de



xenobidticos, devido a sua relevante atividade enzimatica,
constituindo um modelo adequado para simular a biotransformacao
de compostos bioativos [26, 27, 29]. Por sua vez, a linhagem BGM, de
origem renal, € empregada como modelo nao tumoral em estudos
de toxicidade geral, permitindo a avaliacao de efeitos citotoxicos em
células epiteliais nao especializadas [7, 25, 30]. A utilizagao conjunta
dessas linhagens possibilita uma analise mais abrangente da
citotoxicidade, comparando respostas celulares em diferentes
contextos bioldégicos e aumentando a robustez dos achados

experimentais.

A baixa citotoxicidade observada pode ser parcialmente explicada
pelo perfil farmacoldégico dos componentes da formulacao. Estudos
evidenciam que extratos de F. vesiculosus demonstram o carater
dose-dependente e seletivo da atividade bioldégica dos seus
principais compostos. Os florotaninos, classe exclusiva de polifendis
presente em algas pardas, tém demonstrado citotoxicidade
preferencial sobre linhagens tumorais, sem comprometer
significativamente células normais [31]. Somente extratos e fracdes
ricas em florotaninos de F. vesiculosus testados em linhagens
tumorais gastrointestinais induziram morte celular de forma
expressiva, € mesmo assim em concentracdes superiores as

utilizadas no presente estudo.

Adicionalmente, estudos sobre fucoidanas - polissacarideos
sulfatados abundantes em F. vesiculosus — indicam que essa fracao
bioativa possui citotoxicidade seletiva para células malignas, com
efeitos muito menores sobre células normais [32]. A fucoidana bruta
nao fracionada de F. vesiculosus apresentou maior toxicidade sobre
células HepG2 em comparacao as suas fracdes purificadas,

sugerindo que a acao sinérgica entre fucoidanas, florotaninos e



outros componentes da matriz algal pode modular a resposta
citotoxica de forma complexa [32]. No contexto da formulacao
avaliada no presente estudo, onde o extrato seco total é utilizado, a
presenca simultanea desses compostos pode ter contribuido para a
manutencao de viabilidade celular elevada nas concentragdes

fisiologicamente relevantes.

O extrato de P. vulgaris, conhecido como inibidor de alfa-amilase ou
‘bloqueador de amido’, possui robusto histdrico de seguranca em
modelos in vitro e in vivo, além de de evidéncias que os inibidores de
alfa-amilase de P. vulgaris apresentam perfil de seguranca favoravel
quando empregados nas concentracdes utilizadas clinicamente,
com auséncia de genotoxicidade e baixo potencial de interferéncia
sobre células nao-alvo em modelos celulares padronizados [24].
Esses dados reforcam os resultados observados no presente estudo,
Nnos quais a viabilidade celular das linhagens HepG2 e BGCM foi
mantida acima de 90% nas concentracdes terapeuticamente

relevantes.

A seguranca do extrato de P. vulgaris em doses equivalentes as
utilizadas clinicamente (de 200 a 1500 mg/dia) também foi
corroborada por estudos clinicos com o produto comercial Phase 2®,
que nao relataram efeitos adversos significativos [33]. No ambito
celular, o mecanismo de acao dos inibidores de alfa-amilase se
baseia em interacdao proteina-proteina no Iumen intestinal, sem
envolvimento direto com rotas citotoxicas intracelulares, o que
justifica a auséncia de efeitos sobre a viabilidade metabdlica

detectada pelo ensaio de resazurina em modelos celulares isolados.

A toxicidade dose-dependente observada em concentracdes mais

elevadas da formulacao alinha-se ao perfil farmacologico



documentado para Aloe ferox, indicando que antraquinonas como a
aloina, aloe-emodina e emodina sao 0s principais responsaveis por
efeitos toxicos, sendo esses efeitos fortemente dependentes da dose
e do grau de purificacao do extrato [16]. O extrato aquoso de A. ferox
mostrou-se bem tolerado em doses terapéuticas de curto prazo,
enquanto a administracao prolongada ou em altas concentracdes

pode associar-se a toxicidade organica [16].

Esse comportamento € mecanisticamente explicado pelo fato de
que, em altas concentragdes, a aloe-emodina pode desestabilizar o
equilibrio redox subcelular e induzir citotoxicidade mediada por
espécies reativas de oxigénio (EROs) [34]. Em contrapartida, nas
concentracdes fisiologicamente relevantes, o0s componentes
antioxidantes do extrato - incluindo polissacarideos como
acemanana e compostos fendlicos — exercem efeito protetor celular
[34], 0 que pode explicar a preservacao de viabilidade acima de 90%
nas concentracdes intermediarias observada no presente estudo. A
utilizacao de extrato seco padronizado de A. ferox, como no estudo
em questao, reduz a \variabilidade na concentracao de
antraguinonas e contribui para a previsibilidade do perfil de

seguranca.

A contribuicdo de E. giganteum para a manutencao da viabilidade
celular nas concentracdes intermediarias pode ser atribuida ao seu
perfil fitoquimico rico em compostos fendlicos com reconhecida
atividade antioxidante e citoprotetora [35]. Extratos de Equisetum
sao ricos em flavonoides, acidos hidroxicinamicos e acidos
hidroxibenzoicos, com capacidade de neutralizar radicais livres e
reduzir o estresse oxidativo em modelos celulares. Especificamente

para E. giganteum, a presenca de kaempferol-glucosideos e



derivados do acido cafeico foi descrita como determinante para a

atividade antioxidante [35].

Em alinhamento com esses dados, em uma analise fitoquimica
comparativa de cinco espécies de Equisetum, a presenca de acidos
hidroxicinamicos, flavonoides e outros polifendis com elevada
capacidade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) e Folin-Ciocalteu e foi sugerido que os
compostos antioxidantes de E. giganteum podem ter exercido efeito
citoprotetor nas linhagens HepG2 e BGCM, atenuando possiveis
danos oxidativos induzidos por outros constituintes da formulacao
em concentracdes intermediarias [20]. Esse mecanismo é
consistente com o comportamento observado nas curvas dose-

resposta do presente estudo.

No que concerne a B. trimera, os estudos citotoxicoldégicos
demonstram resultados varidaveis conforme o tipo de extrato, a
linhagem celular avaliada e a metodologia empregada. Santos et al.
[38] verificaram gue o extrato aquoso de B. trimera nao foi citotoxico
para células de medula 6ssea nas concentracdes testadas (500-
2.000 pg/mL), e que o potencial mutagénico foi observado apenas
em concentracdes muito elevadas e por metodologias especificas
(micronucleo em medula dssea). Adicionalmente, Nogueira et al. [39]
relataram que extratos etandlicos apresentaram inibicao do
crescimento de células HEK (embrionarias renais humanas) com ICso
acima de 78 pg/mL e menor efeito sobre células hepaticas (HTC, ICso
> 168 ug/mL), evidenciando especificidade celular e concentracéo-

dependéncia.

Mais recentemente, foi demonstrado que o extrato foliar de B.

trimera nao exibiu citotoxicidade em células 3T3 (fibroblastos



Murinos) em nenhuma das concentracdes avaliadas, apresentando
ainda expressiva atividade antioxidante e potencial de reducao de
lipidios em modelo de C elegans [2]. Esses dados sao
particularmente relevantes para o contexto do presente estudo, pois
indicam que o extrato de B. trimera, especialmente quando utilizado
em formulacdées combinadas e em doses controladas, tende a
apresentar baixa toxicidade celular, o que é consistente com a
viabilidade acima de 90% observada nas linhagens HepG2 e BGM

nas concentracdes intermediarias.

O perfil de baixa toxicidade observado para P. incarnata também
estda bem documentado na literatura. A toxicidade aguda e
subaguda de extratos etandlicos e nanoformulacdes de P. incarnata
testados em modelos in vitro e in vivo (embrides de zebrafish e
camundongos Swiss albino) confirmam a tolerabilidade sistémica e
auséncia de efeitos adversos relevantes nas doses terapéuticas [1].
Também, a administracao cronica de extrato de P. incarnata em
camundongos nao alterou parametros metabdlicos ou
comportamentais, exceto inducao de sedacao [36], o que reforca a

auséncia de toxicidade celular inespecifica.

Do ponto de vista farmacoldgico, os principais compostos de P.
incarnata - incluindo vitexina, isovitexina, orientina e outros
flavonoides C-glicosideos exercem atividade antioxidante e
moduladora, contribuindo potencialmente para a preservacao da
funcao mitocondrial nas células expostas a formulacao. Essa classe
de compostos nao apresenta mecanismos de acao diretamente
citotoxicos em concentracdes fisiologicamente relevantes, o que é
coerente com a alta viabilidade celular observada nas linhagens
HepG2 e BGM nas concentracdes de 0,1 a 1.000 pg/mL no presente
estudo [37].



Dessa forma, os resultados do presente estudo devem ser
interpretados como evidéncia preliminar de baixa toxicidade in vitro,
sendo coerentes com achados prévios envolvendo os compostos da
formulacao, que apresentam perfil de seguranca em modelos

celulares [2, 9].

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a
formulacao fitoterapica magistral desenvolvida, composta por
extratos padronizados de Passiflora incarnata, Equisetum
giganteum, Aloe ferox, Baccharis trimera, Fucus vesiculosus e
Phaseolus vulgaris, apresenta um perfil de seguranca preliminar
favoravel quando avaliada por ensaio de viabilidade metabdlica com
resazurina em linhagens celulares HepG2 e BGM. A auséncia de
citotoxicidade significativa em  concentracdées clinicamente
relevantes e a extrapolacao dos valores de CCso para além do
intervalo testado (28.046 ug/mL para HepG2 e 57.684 ug/mL para
BGM) constituem indicadores robustos de que a formulacao nao
exerce efeitos toxicos diretos sobre células hepaticas e renais em

condicdes de exposicao aguda controlada.
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