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RESUMO

Muitos estudos in vitro tém investigado o potencial antimicrobiano da planta
Tetradenia riparia. No entanto, a qualidade metodologica das pesquisas é de suma
importancia para a qualidade da evidéncia cientifica e recomendacdo do uso e
experimentacdo em animais de novas substancias. Neste estudo, o objetivo foi avaliar
0 risco de viés dos estudos in vitro que investigaram efeitos antimicrobianos e
citotoxicos da planta Tetradenia riparia e seus derivados. Este estudo faz parte da
revisdo sistemética com protocolo registrado no PROSPERO (CRD42022309734). A
revisdo seguiu as recomendacdes do PRISMA. Os estudos foram selecionados a
partir da busca em cinco bases de dados, utilizando a estratégia PICOS. Apos
aplicacdo dos critérios de elegibilidade (inclusdo e exclusdo), as variaveis foram
extraidas para uma tabela padronizada. Até o presente momento, um total de 18
estudos foram incluidos na revisdo. A analise do risco de viés foi realizada por dois
revisores cegados utilizando lista de itens de verificacdo de qualidade metodoldgica e
de relatério do SciRAP (Science in Risk Assessment and Policy) in vitro
tool. Resultados: A maioria dos estudos apresentaram baixo risco de vies (12/18,
66,6%) para relatorio, e sete estudos (33,4%) apresentaram risco de viés moderado.
As principais questdes envolvidas foram com sistema teste, citotoxicidade e conflito
de interesse. Em relacdo a qualidade metodoldgica, a maioria das pesquisas também
apresentou baixo risco de viés (14/18, 77,7%), e cinco estudos moderados (22,2%).
As principais questdes com problemas foram sistema testado, coleta e analise de
dados relacionados a citotoxicidade. A maioria dos estudos foi considerada confiavel
com algumas restricfes. Neste estudo, podemos concluir que os estudos in vitro sobre
eficacia antimicrobiana da planta Tetradenia riparia sdo confidveis, com restricao
maior quanto aos testes de citotoxicidade. No GRADE, recomendamos a redugéo de
um nivel de evidéncia no item risco de viés. Destacamos que esse desfecho precisa
ser melhor investigado em estudos pré-clinicos antes de estudo em seres humanos.

Palavras-chave: Tetradenia riparia. Revisdo sistematica. Risco de viés.
Antimicrobiano.



ABSTRACT

Many in vitro studies have investigated the antimicrobial potential of the Tetradenia
riparia plant. However, the methodological quality of research is of paramount
importance for the quality of scientific evidence and recommendation for the use and
experimentation on animals of new substances. In this study, the objective was to
evaluate the risk of bias of in vitro studies that investigated antimicrobial and cytotoxic
effects of the Tetradenia riparia plant and its derivatives. This study is part of a
systematic review with a protocol registered in PROSPERO (CRD42022309734). The
review followed the PRISMA recommendations. The studies were selected from the
search in five databases, using the PICOS strategy. After applying the eligibility criteria
(inclusion and exclusion), the variables were extracted into a standardized table. To
date, a total of 18 studies have been included in the review. Risk of bias analysis was
performed by two blinded reviewers using the methodological and report quality
checklist of the SciRAP (Science in Risk Assessment and Policy) in vitro tool.Results:
Most studies were at low risk of bias (12/18, 66,6%) for reporting, and seven studies
(33,4%) were at moderate risk of bias. The main issues involved were the test system,
cytotoxicity and conflict of interest. Regarding methodological quality, most studies
also showed a low risk of bias (14/18, 77,7%), and five moderate studies (22,2%). The
main issues with problems were tested system, collection and analysis of data related
to cytotoxicity. A total of 75% of the studies were considered reliable with some
restrictions. In this study, we can conclude that in vitro studies on the antimicrobial
efficacy of the Tetradenia riparia plant are reliable, with greater restriction on
cytotoxicity tests. In GRADE, we recommend reducing one level of evidence in the risk
of bias item. We emphasize that this outcome needs to be better investigated in
preclinical studies before studies in humans.

Keywords: Tetradenia riparia. Systematic review. Antimicrobial. Toxicity
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1 INTRODUCAO

A planta Tetradenia riparia (Hochst) Codd (Figura 1), também conhecida como
Iboza riparia ou Moschoma riparium pertence a familia Lamiaceae, originaria da Africa
e foi incorporada no Brasil como planta ornamental, podendo ser plantada em jardins
caseiros e encontradas em parques (GAZIM et al., 2010; MARTINS; CAVALHEIRO,
2008). E uma planta bastante arbustiva e pode atrair diversos insetos polinizadores
por conta do aroma que exala. Esta planta é conhecida popularmente como falsa mirra
ou também pau de incenso (sandalo) (ARAUJO, 2014).

Figura 1. Planta Tetradenia riparia no jardim medicinal da Universidade Paranaense. Umuarama,
Parand, Brasil. (A): folhas (B): Bot6es florais (C): Flores abertas.

.
D .

¥ B o)

Fonte: Sujogya et al. 2022.

Na literatura, existem estudos sobre o potencial farmacoldgico desta planta
para o tratamento da malaria, angina, doencas de pele, gastroenterites, gonorréia,
diarréia, abscessos dentarios, dor de cabeca, bronquite, tosse, Ulceras, infertilidade
feminina, doenca renal, febre, dentre outros (VAN PUYVELDE et al., 1986). O
potencial antimicrobiano e citotoxico da T. riparia (Tetradenia riparia) e seus derivados
tém sido investigados in vitro e in vivo, e tem-se observado efeitos em infeccdes
causadas por Leishmania (DEMARCHI et al., 2015a; CARDOSO et al.,, 2015;
DEMARCHI et al., 2016; TERRON-MONICH et al, 2019), helmintos (VAN PUYVELDE
et al.,, 2018), bactérias (tuberculose e outras doencas respiratérias) (GAZIM et
al.,2010; BALDIN et al., 2018; MELO et al. , 2015), e fungos (ENDO et al., 2018;



17

KAKANDE et al. 2019). A maioria dos estudos in vitro e in vivo investiga o potencial
antimicrobiano de Oleos essenciais extraidos das folhas da planta em estudo T. riparia
(tricomas glandulares) uma vez que esses contém uma grande quantidade de
terpenos, tais como, monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Desta forma a
concentracdo do Oleo essencial pode variar de acordo com a estacao do ano que foi
colhida (GAZIM et al., 2010; DEMARCHI et al., 2015 a, 2016).

Diante dos inumeros estudos publicados na literatura, torna-se fundamental a
avaliacdo do nivel da evidéncia pré-clinica da eficacia desta planta e seu perfil
toxicoldgico, antes da recomendacédo para estudos em seres humanos. A sintese da
informac&o com analise critica da qualidade dos estudos € de extrema importancia, e
para isso, a revisao sistematica (RS) € um método de pesquisa cientifica que redne
estudos primarios na literatura. A partir deste tipo de estudo, pretende-se responder a
uma pergunta cientifica especifica e refinada sobre um tema, com parecer critico
sobre a estimativa do efeito e qualidade metodoldgica dos estudos incluidos na
revisdo (CANTO et al, 2020). As revisfes sistematicas sdo estudos secundarios que
estdo no mais alto nivel da evidéncia, sendo utilizadas a formulacdo de politicas
publicas de saude, notas técnicas e recomendacdes em saude (BRASIL, 2014). Além
disso, as RSs de estudos in vitro e in vivo podem indicar a necessidade ou nao de
mais experimentag¢des sobre o tema, contribuindo com a estratégia “3R”: replacement
(substituicao), reducement (reducéo) e refinement (refinamento), que contribuem para
0 uso racional e ético de modelos animais (TANNENBAUM, 2015).

Percebe-se com isso que existe uma preocupacao e compromisso com a ética
na experimentacdo animal e também nos insumos de pesquisa in vitro também, que
geram gastos, por isso 0s pesquisadores devem assegurar as experimentacdes a fim
de obter as melhores evidéncias. Os estudos in vitro tem sido de grande importancia
pois em contra partida aos estudos in vivo, possuem menos gastos desnecessarios
com animais, séo estudos alternativos envolvendo células que prediz a metabolizacéo
no ser vivo. Isso possibilita modificacdes, inclusive pesquisas mais avancadas levando

em consideracao o conselho ético.

Os desenhos de um projeto de experimentacdo e demais etapas do processo
de pesquisa muitas vezes sdo enviesados sendo eles: viés de selecdo, deteccao,
relato e outros, comprometendo a qualidade e evidéncia do estudo. Ainda, podem

implicar na falta de confiabilidade nos resultados e consequentemente afetar o uso



18

racional dos animais e da intervencdo. Uma pesquisa quando bem desenhada e
definida, permite a reprodutibilidade dos resultados, diminui os custos, elimina vieses
e permite um uso mais apropriado dos modelos animais (AGUILAR NASCIMENTO,
2005).
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2 JUSTIFICATIVA

As pesquisas sobre eficacia e seguranca de plantas medicinais sdo cada vez
mais realizadas na area farmacéutica devido ao seu baixo custo, facil disponibilidade
e excelentes resultados no isolamento de substancias de interesse para a saude
humana e animal (BALENTINE et al., 1999; GULDIKEN et al., 2018). Pesquisadores
do Brasil, China e India investigaram o potencial farmacolégico da planta T. riparia
para o tratamento de doencas infecciosas e sua toxicidade. Esses sao 0s principais
paises onde a planta € amplamente utilizada para fins medicinais (tratamento de

infeccdes), estéticos (perfumes e cosméticos) ou ornamentais.

A liberacdo de um farmaco ou produto para uso e comercializagdo requer a
autorizacéo de 6rgdos governamentais nos paises, como a aprovacao pelo Food and
Drug Administration (FDA, dos Estados Unidos) e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, Brasil). Tanto no meio industrial como nas instituicdes académicas
ou nos locais de saude, as decisdes de escolha de regimes para controlar fatos de
saude, sdo baseados em critérios clinicos e também pré-clinicos. E para isso, as RS
facilitam a traducéo de evidéncias desses estudos (HOOIJMANS et al., 2014). Para
gue a revisao tenha forca na recomendacéo, € necessaria a avaliagao do risco de viés
dos estudos incluidos. Para isso, as ferramentas desenvolvidas para avaliar o risco
de viés e o nivel de evidéncia das revisdes sistematicas, como SYRCLE e o GRADE,
respectivamente, tém sido amplamente utilizadas nas revisdes de estudos pré-clinicos
(HOOIJMANS et al., 2014; SCHUNEMANN et al., 2013).

Os vieses em estudos cientificos sdo resultados de erros sistematicos que
ocorrem no desenvolvimento ou direcdo ou analise estatistica de um estudo, podendo
levar a uma interpretacdo errada do significado do resultado. Um erro sistematico
pode afetar a validade do estudo, como falhas na realizacdo do método, coleta de
dados e até a escolha dos participantes do estudo (HIGGINS et al., 2021).

Para estudos pré-clinicos, estas ferramentas ainda estdo em desenvolvimento
e sendo aplicadas nas RS (OHAT, 2015; ROONEY, et al., 2014). Algumas estratégias
gue realizam a avaliagédo do risco de viés em estudos pré-clinicos sao instrumentos
embasados nas diretrizes para estudos em seres humanos da Cochrane (HIGGINS et
al., 2011 e 2021). Por exemplo, a ferramenta SYRCLE (SYstematic Review Center for
Laboratory animal Experimentation, HOOIJMANS et al., 2014) foi desenvolvida por

pesquisadores para avaliar o risco dos estudos pré-clinicos quanto a qualidade
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metodoldgica. E para a analisar o nivel de evidéncias desses estudos, tem sido
aplicado o GRADE (Recommendations, Assessment, Development and Evaluation,
SCHUNEMANN et al., 2013).

O sistema GRADE (Grading of Recommendations Assessment, Development
and Evaluation) vai permitir que haja uma analise do nivel de evidéncia classificada
em quatro categorias: muito baixa, baixa, moderada e alta. Para a revisdo, é
necessario levar em consideracgao o risco de viés dos estudos agrupados na reviséao,
resultados inconsistentes, evidéncias indiretas, viés de publicacéo, e outros (conflitos
de interesse, magnitude do efeito). Quanto mais alto o nivel da evidéncia, maior a
probabilidade do efeito estimado ser o real e ndo requer mais estudos a fim de
responder a pergunta cientifica. Atualmente, a avaliacdo do nivel de evidéncia para
RS em estudos pré-clinicos tem sido amplamente recomendada (HIGGINS et al,
2021).
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o risco de viés dos estudos in vitro que investigaram a eficicia

antimicrobiana da planta Tetradenia riparia e derivados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o risco de viés de qualidade metodoldgica dos estudos individuais in
Vitro;
b) Verificar o risco de viés de relatorio dos estudos;

c) Analisar o impacto do viés dos estudos no nivel da evidéncia GRADE.
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4 METODOLOGIA

Esse projeto foi desenvolvido para realizar a analise do risco de viés dos
estudos individuais juntamente com os resultados dos estudos sobre a planta
Tetradenia riparia e seus derivados com potencial antimicrobiano e seu perfil
toxicoldgico. Esse estudo faz parte da reviséo sistematica que em partes foi realizada
pela académica de farmacia Yasmim Dalsenter do Curso de Farmacia da UFSC,
também sob orientacdo da Professora Dra. Izabel Galhardo Dermarchi. A revisédo
sistemética esta sendo realizada de acordo com as recomendacfes SYRCLE-
CAMARADE e a declaracdo PRISMA (Itens de Relatério Preferidos para Revisées
Sistematicas e Meta-Analises; do inglés Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses) (MOHER et al., 2009; PAGE et al., 2021). O protocolo
deste estudo foi registrado na plataforma PROSPERO (Registro Prospectivo
Internacional de Revisdes Sistematicas; do inglés International Prospective Register
of Systematic Reviews; Reino Unido, registro CRD42022309734).

A pergunta de pesquisa “quais os efeitos antimicrobianos e de toxicidade da
planta Tetradenia riparia e seus derivados in vitro e in vivo?” foi definida de acordo
com a estratégia PICOS (populacdo, intervencdo, comparacédo, desfecho, design do
estudo; do inglés, Population, Intervention, Comparison, Outcomes and Study Design)
(HIGGINS et al., 2011) (Tabela 1 adaptado do TCC de Yasmim Dalsenter, UFSC,

Curso de Farméacia, 2022).

Tabela 1 — Estratégia PICOS e pergunta cientifica.

PICOS Critérios de Incluséo Critérios de Excluséo
Populagdo In vitro: protozoarios, bactérias, virus, In vitro: células ndo-mamiferas, néo
fungos, helmintos E células de infectadas por patdégenos (protozoarios,
mamiferos (de qualquer tipo, bem bactérias, virus, fungos, helmintos),
como células co-cultivadas). coinfecgdes. In silica
In vivo: mamiferos infectados por In vivo: estudos em ndo-mamiferos,
patdégenos (protozoarios, bactérias, modelos ndo-infecciosos; animais com
virus, fungos, helmintos), de coinfec¢des ou comorbidades; estudos em
qualquer género, idade e peso. humanos.
Intervencéo . . x L s L
In vitro: qualquer intervengéo In vitro: n&o testou T. riparia ou seus
utilizando a planta T. riparia ou seus derivados.

derivados (como extratos brutos e
fracionados, 6leo essencial,



Comparacéo

Desfecho

Design do
estudo

compostos isolados e outros,
combinados ou ndo com outras
substancias). Qualquer dose, tempo
ou frequéncia.

In vivo: qualquer intervencao
utilizando a planta T. riparia ou seus
derivados (como extratos brutos e
fracionados, 6leo essencial,
compostos isolados e outros,
combinados ou ndo com outras
substancias). Qualquer dose, tempo
ou frequéncia.

In vitro: células sem tratamento (de
mamiferos e patégenos), e células
nao infectadas, sem patdgenos
relatados, ou tratadas com farmacos
de referéncia, agentes
antimicrobianos ou veiculos.

In vivo: mamiferos sem tratamento,
nao infectados, ou tratados com
farmacos de referéncia, agentes
antimicrobianos, veiculos ou
placebo.

In vitro:

PRIMARIO: atividade antimicrobiana
(dose letal, concentracao inibitéria),

SECUNDARIO: citotoxicidade. Todas
as unidades séo elegiveis.

In vivo: efeitos antimicrobianos
(carga de patégeno [carga viral,
carga parasitéria, carga fungica e
outras]), SECUNDARIO e toxicidade
(efeitos adversos, biopsia,
histolégicos)

Estudos experimentais com grupo
controle separado: estudos in vitro
(fungos, virus, bactérias,
protozodrios) e in vivo (modelos de
mamiferos, com grupo controle
separado). Estudos originais.

23

In vivo: ndo testou T. riparia ou seus
derivados.

In vitro: sem a presenca de grupos controle
de acordo com o citado (células sem
tratamento de mamiferos/patégenos, e
células nao infectadas, sem patdgenos
relatados, ou tratadas com farmacos de
referéncia, agentes antimicrobianos ou
veiculos).

In vivo: sem a presenca de grupos controle
de acordo com o citado (mamiferos sem
tratamento, ndo infectados, ou tratados
com farmacos de referéncia, agentes
antimicrobianos, veiculos ou placebo).

Quaisquer desfechos que ndo mostrem
resultados de atividade antimicrobiana ou
toxicidade, como farmacocinética e
farmacodinamica.

Para ambos os modelos: tipo de
publicacdo (ensaios clinicos, revisdes,
diretrizes, cartas, editoriais, comentarios,
correspondéncias, noticias, resumos de
conferéncias, teses e dissertacdes, relatos
de caso, séries de casos e estudos
observacionais).

Estudos sem grupo controle separado.
Estudos néo originais.

Pergunta de
pesquisa:

Quais os efeitos antimicrobianos e de toxicidade da planta Tetradenia riparia e
seus derivados in vitro e in vivo?

Fonte: adaptado de PICOS strategy for studies of intervention (Needleman IG, 2002; Higgins JPT,
Green S. Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions Version 5.1.0 [updated March
2011]. England: John Wiley & Sons, Ltd; 2011).



24

Brevemente, para a revisdo foram definidos os descritores MeSH (do inglés,
Medical Subjects Headings) do Pubmed/Medline, bem como os DeCS (Descritores de
Ciéncias da Saude) do Centro Latino Americano e Caribenho de Ciéncias da Saude
(BIREME, Biblioteca Virtual em Saude). A busca foi realizada em cinco bases de
dados eletronicas principais: PubMed, EMBASE, Scopus, Web of Science e LILACS;
e em uma base de dados cinzenta (Google Scholar), durante os meses de abril a maio
de 2022. A pesquisa incluiu os operadores Booleanos (E/OU) e palavras-
chave/descritores para a planta Tetradenia riparia e termos antimicrobianos e de
toxicidade (Tabela 2).

Tabela 2 - Estratégia de busca do estudo preliminar.

Pesquisa Query/ Pubmed
Bloco 1 *Tetradenia riparia (termo livre) OR Iboza OR Moschosma
Planta (n=376)
#1
Bloco 2 Pharmacology OR
Farmacologia cell, cultured OR
#2 Biological assay

(n= 7.795.477)

Bloco 3 #1 AND #2 (n=87)

Fonte: elaborado pela autora, 2021. Busca realizada em 23 de fevereiro de 2022.

Todos os artigos identificados durante a pesquisa foram transferidos para um
software de gerenciamento de referéncia (My Web EndNote, Thomson Reuters) e
todas as duplicatas foram removidas para que entdo fosse realizada a etapa de
selecéo dos estudos (Rayyan QCRI). Nenhuma restricdo de data de publicacéo ou de
idioma foi aplicada. Analisamos as listas de referéncia dos estudos incluidos em busca
de estudos elegiveis adicionais que ndo tenham sido recuperados por nossa pesquisa.
Os estudos foram selecionados por dois pesquisadores cegos e independentes que
fizeram primeiro a leitura dos titulos e resumos no aplicativo RAYYAN QCRI. Para
isso, 0s revisores aplicaram a estratégia PICOS, na qual foram estabelecidos os
critérios de inclusdo e exclusdo (Tabela 1). Os dados e resultados de cada estudo

foram extraidos do texto ou das tabelas para um formulario padrdo no Google Sheets
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(Google Drive) por dois revisores. Se apenas um grafico estiver disponivel, os dados
foram extraidos usando uma régua de tela digital (Pixel Ruler 3). Os dois especialistas
verificaram os dados extraidos em pares. Além disso, as discrepancias serao
resolvidas por meio de discussdo e, se necessario, consultando um terceiro
investigador. Caso os dados ndo tenham sido informados ou ndo sejam claros,
entraremos em contato com os autores por e-mail (maximo 3 tentativas). As variaveis
foram obtidas de acordo com as orientacdes e sugestdes dos especialistas (maiores
detalhes encontram-se no protocolo da revisdo sistematica registrado na
PROSPERO).

4.1 AVALIACAO DO RISCO DE VIES

A avaliacao do risco de viés para estudos in vitro foi realizada por dois pares
de revisores cegados e independentes. A avaliacdo do risco de viés para estudos in
vitro foi realizada utilizando a ferramenta SciRAP (do inglés, Science in Risk
Assessment and Policy) in vitro tool verséo 2.0 (ROTH et al., 2021). Dois revisores
avaliaram 22 itens relacionados ao viés de relatério e 15 de qualidade metodoldgica.
Os dominios avaliados para viés de relatério foram: composto teste e controles;
sistema de teste; administracdo do composto teste; coleta e andlise de dados; e
financiamento e conflito de interesse. Para viés de qualidade metodolégica, foram
avaliados o0s seguintes dominios: composto teste e controles; sistema teste;
administracdo do composto teste; e coleta e analise de dados. As perguntas foram
respondidas com 'Preenchido’, 'Nao preenchido' ou ‘Parcialmente preenchido’, nao
determinado ou ndo aplicado. As discrepancias foram resolvidas pelo especialista.
Para as duas avaliacdes, foi calculado o score (%) = (F + (PF*0.5)/T)*100, onde “F” é
preenchido, “PF” (parcialmente preenchido), “T” (total de questbes respondidas,
exceto ndo aplicado). Foi considerado como alto risco de viés para relatério e
gualidade metodoldgica quando o score foi menor ou igual a 50%, moderado de 50 a
75%, e alto risco de viés quando maior ou igual 75%. Em relacéo a confiabilidade, os
estudos foram classificados como ‘RR1’ quando confidvel sem restrigdes; ‘RR2’
confiavel com restricées, e ‘NR’ quando néo confiavel. Todo método de avaliagéo e
0s resultados dos pares e expertises estado reportados em uma tabela suplementar
(link para acesso: https://docs.google.com/spreadsheets/d/1 _zdx22-
f9sjzTa5DXdrR8ApVbyJmk2vkxL 8W3aBUrUM/edit?usp=sharing).



https://docs.google.com/spreadsheets/d/1_zdx22-f9sjzTa5DXdrR8ApVbyJmk2vkxL8W3aBUrUM/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1_zdx22-f9sjzTa5DXdrR8ApVbyJmk2vkxL8W3aBUrUM/edit?usp=sharing
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, 18 estudos in vitro foram incluidos para andlise do risco de viés (Tabela
3). Oito estudos investigaram o potencial de 0leo essencial extraido das folhas frescas
(BALDIN et al. 2018; CARDOSO et al. 2018; DEMARCHI et al. 2015;DEMARCHI et
al. 2016; GAZIM et al. 2010; GAZIM et al. 2014; MELO et al. 2015a, MELO et al.
2015b), oito estudaram os efeitos farmacoldgicos de extratos de folhas (ENDO et al.
2015; FERNANDEZ et al. 2017; KAKANDE et al. 2019; NDIKU e NGULE 2014;
NGULE et al. 2014; NGBOLUA et al. 2016; OKEM et al. 2012; YORK et al. 2012).
Cinco estudos reportaram os efeitos antimicrobianos e citotoxicos de isolados da
planta (BALDIN et al. 2018; DEMARCHI et al. 2015; TERRON-MONICH et al. 2018;
VAN PUYVELDE et al. 1986; VAN PUYVELDE et al. 2018) e apenas dois estudos
investigaram o potencial de fracdes isoladas de extrato ou 6leo essencial da planta
(GAZIM et al. 2014; FERNANDEZ et al. 2017).

Tabela 3 - Resumo das caracteristicas dos artigos incluidos (n=18).

Estudo/Pais Parte utilizada e Objetivo do estudo Populacéo
derivados (cepas/linhagens, células,
animais)
In vitro

Baldin et al. OETr e TrROY (obtidos  Avaliar a citotoxicidade e 1. Bacillus cereus,

2018/ Brasil de folhas de T. riparia) atividade in vitro do OETr e Enterococcus faecalis,
do composto puro TrROY Staphylococcus aureus,

contra M. tuberculosis Escherichia coli,

H37Rv e isolados clinicos Pseudomonas aeruginosa e
suscetiveis e resistentes.  Salmonella typhimurium. 2.
M. tuberculosis H37Rv e 19
M. tuberculosis isolados
(sete suscetiveis a
medicamentos anti-TB, seis
resistentes a isoniazida e
seis MDR); 3. Macréfagos
peritoneais de murinos
(camundongos BALB/c)

Cardoso etal. Folhas (OETr obtido na Avaliar a atividade do OETr 1. L. (L.) amazonensis
2018/Brasil ~ primavera, no ver&o, no obtido em diferentes promastigota (estirpe); 2.
outono e no inverno) épocas contra L. (L.) Eritrécitos humanos (tipo
amazonensis in vitro para O+); 3. Macrofagos J774.A1;
determinar seu potencial 4. Macrofagos peritoneais
para o tratamento da foram obtidos de
leishmaniose. camundongos BALB/c; 5.
amastigotas intracelulares.
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Demarchi et al. OETr de folhas frescas e Avaliar o potencial do OE e 1. Eritr6citos humanos (tipo

do TrROY isolado da T.
riparia nas formas
promastigota e amastigota
de L. (L.) amazonensis,
sua citotoxicidade em
eritrocitos humanos e
macrofagos murinos, a
producdo nitrica e
expressédo de mRNA de
sintetase de 6xido nitrico
induzivel (iNOS).

2015a/Brasil TrROY isolado do OE

O+); 2. Macréfagos
peritoneais murinos
(camundongos BALB/c) 3.

Formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis 4. Formas

amastigotas de L. (L.)
amazonensis

Demarchi et al. OETr de folhas frescas  Avaliar os efeitos do OETr

1. Células do fluido

2016/ Brasil na producéo de citocinas peritoneal murino
por células do liquido (camundongos BALB/c)
peritoneal infectadas com 2. Células murinas
L. (L.) amazonensis, peritoneais residentes
demonstrando a atividade (camundongos BALB/c)
antileishmania e os efeitos 3. L. (L.) amazonensis
imunomoduladores do
OETr.
Endo et al. Extratos hidroalcodlicos Avaliar a atividade anti- Trichophyton rubrum, T.
2015/Brasil de folhas de T.riparia dermatofitica dos extratos mentagrophytes e

hidroalcodlicos de R.
officinalis, P. guajava e T.
riparia.

Microsporum gypseum

Avaliar a atividade
antioxidante por métodos
de DPPH, acido b-
carotenolinoleico, RFAA e
fendis totais, e a atividade
antimicrobiana pelo
método de microdiluicdo
em caldodo EBe FR de T.
riparia por cromatografia

Fernandez et EB de folhas e FR

al. 2017/Brasil

Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus ,
Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, e Aeromonas
hydrophila

classica.
Gazim et al. OETr de folhas frescas Investigar e relatar a S. aureus, B.subtilis, E. coli,
2010/Brasil composicao quimica do OE Pseudomonas aeruginosa,
isolado de folhas frescas E. faecalis, Proteus mirabilis,
de T. riparia cultivada no K. pneumoniae, Salmonella
sul do Brasil, afetada por enterica e Candida albicans.
diferentes épocas de
cultivo, juntamente com
suas atividades anti-
inflamatéria e
antimicrobiana.
Gazimetal. OETr de folhas frescas e Descrever o isolamento e  Células tumorais: (MDA-MB-
2014/Brasil fracdo 16 e 17 identificacdo de um novo 435 (carcinoma de mama

composto do 6leo
essencial de T. riparia, e as
atividades antioxidantes e
citotéxicas
correspondentes in vitro

humano), HCT-8 (colon
humano), SF-295 (sistema
nervoso humano) e HL-60
(leucemia promielocitica
humana)

Extrato etanélico bruto
de folhas de T. riparia

Determinar a prevaléncia
de dermatofitose e a
atividade antifingica do
extrato etanolico bruto de
folhas de T. riparia contra

Kakande et al.
2019/ Uganda

T. tonsurans, T.
mentagrophyte, e M.
audouinii
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dermatdfitos isolados de
pacientes atendidos no
Kampala International
University Teaching
Hospital, Uganda

Melo et al. OETr de Folhas frescas Composicdo quimica e Streptococcus (S.salivarius,
2015a/Brasil atividade antimicrobiana do  S. sobrinus, S. mutans, S.
OE de folhas de T. riparia mitis, S. sanguinis) e
cultivadas no Sudeste do Lactobacillus casei

Brasil frente a um painel
representativo de bactérias
cariogénicas.

Melo et al. OETTr de folhas frescas Avaliar os efeitos anti- Vermes e ovos adultos de
2015b/Brasil helminticos in vitro do Schistosoma mansoni
OETr em vermes e ovos
adultos de S. mansoni,
bem como sua
citotoxicidade contra
células de mamiferos V79.

Ndiku e Ngule Extrato de folhas Analisar a atividade Serratia liquefaciens,
2014/ Quénia fitoquimica e antibacteriana  Salmonella typhi, Proteus
do extrato de folhas de T. vulgaris, E.coli, Enterobacter
riparia. aerogenes e Bacillus cereus
Ngbolua et al. Extrato de folhas Investigar as atividades 1. Eritrocitos; 2.
2016/Republica antifalciformes e Staphylococcus aureus (S.
Democratica do antibacteriana direta in vitro aureus ATCC 25923, MRSA
Congo das antocianinas e acidos ATCC 1625, MSSA ATCC
organicos extraidos de G. 5668) e E. coli (E. coli ATCC
punctata e T. riparia. 25922)
Ngule etal.  Extrato de folhas frescas Analisar a atividade B. cereus, Serratia
2014/Quénia antibacteriana dos liquefactions, Serratia
fitoconstituintes da T. marcescens, Salmonella
riparia. typhi, E. coli, Proteus
vulgaris e Staphylococcus
epidermidis
Okem etal. Extratos das folhas de T. Avaliar a eficicia de sete 1.E coli, Staphylococcus
2012/ Africa do riparia obtidos com plantas medicinais sul- aureus and Enterococcus
Sul agua, EtOAc e EtOH africanas usadas na faecalis; 2.Candida albicans;

medicina tradicional parao 3. Caenorhabditis elegans;
tratamento de doencas  4.solugdo das enzimas COX-
relacionadas ao estbmago. 1 e -2; 5. Cepas teste de

Os extratos de plantas Salmonella typhimurium
foram selecionados para TA98, TA100 e TA1537 sem
atividades antibacterianas ativacao metabdlica

e antifiingicas contra
alguns dos agentes
patogénicos conhecidos
por causar doengas
relacionadas ao estdbmago
em pacientes
imunossuprimidos. Extratos
de plantas também foram
selecionados para
atividades anti-helminticas
e inibidoras da
ciclooxigenase (anti-
inflamatoria). O teste de
genotoxicidade foi feito
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para estabelecer o uso
seguro dos extratos
vegetais como agentes
terapéuticos.

Terron-Monich  TrROY (obtido de OETr Investigar os efeitos de Macrofagos peritoneais

et al. 2018/ de folhas de T. riparia) TrROY na producédo de obtidos de camundongos
Brasil citocinas por macréfagos BALBI/c
murinos infectados com L.
(L.) amazonensis
Van Puyvelde 8(14),15- Relatar a atividade Bacillus subtilis;
etal. Sandaracopimaradieno- antimicrobiana do Enterobacter cloaceae ; E.
1986/Ruanda  7alfal8-diol, isolado do diterpenodiol 8(14),15- coli; Klebsiella pneumoniae;

extrato cloroférmico das
folhas de T. riparia

sandaracopimaradieno-
7alfal8-diol.

Mycobacterium smegmatis;
Proteus vulgaris ;
Pseudomonas aeruginosa ;
Pseudomonas
solanacearum. Salmonella
typhimurium ; Serratia
marcescens; Shigella
dysenteriae; Staphylococcus
aureus e Streptococcus
pyogenes. Allescheria
boydii;Aspergillus flaws;
Candida albicans;
Epidermophyton flocosum;
Microsporum ferrugineum:
Microsporum canis;
Microsporum gypseum;
Paecelomyces; Trichophyton
mentagrophytes;
Trichophyton schoenleinii e
Microsporum breuseghenii.

Van Puyvelde Folhas e isolado

Identificar os compostos

ativos contra helmintos da

T. riparia.

Caenorrhabitis elegans de
tipo selvagem N2

et al.
2018/Ruanda
York et al. Extrato das folhas e
2012/Africa do OETr
Sul

Determinar a eficacia
antimicrobiana de 30
espécies de plantas

(independentemente e

combinac¢fes) usadas para

Cryptococcus neoformans,
Klebsiella pneumoniae,
Moraxella catarrhalis,

Mycobacterium smegmatis e

Staphylococcus aureus

infeccdes respiratdrias na

area rural de Maputaland.
OETr= Oleo essencial de Tetradenia riparia; OE= Oleo essencial; RFAA=Redutor de ferro/Atividade
antioxidante; EtOAc=Etil Acetato; EtOH=Etanol; TrROY=6,7-dehidroroileanona; Anti-TB=Anti-
tuberculose MDR=Resistente a multiplos medicamentos; EB= extrato bruto.

Fonte: Trabalho de Conclusao de Curso de Farmacia da UFSC, elaborado por Yasmim de Oliveira
Dalsenter. Titulo. Efeitos antimicrobianos e de toxicidade da planta Tetradenia riparia e seus

derivados: uma revisdo sisteméatica de estudos pré-clinicos (Florianépolis, SC, 25 de julho de 2022).

51 METODOS DE EXTRACAO
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5.1.1 Oleos essenciais

Um total de sete artigos testaram 6leo essencial extraido das folhas frescas da

planta T. riparia (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo dos resultados dos artigos incluidos (n=18).

Estudo/Pais Ensaios Concluséo
Farmacologicos
In vitro
Baldin et al. 2018/ 1. Ensaio OE isolado de folhas de T. riparia € 0 composto puro
Brasil antimicrobiano TrROY apresentam boa atividade contra isolados
2. Atividade anti-M. clinicos de M. tuberculosis, incluindo isolados MDR,
tuberculosis com baixa citotoxicidade para macréfagos murinos. O
3. Ensaio de composto TrROY é um candidato potencial para
citotoxicidade em farmacos anti-TB. Além disso, o TrROY ndo mostrou
macréfagos peritoneais  efeitos significativos sobre as bactérias da microbiota
murinos humana, um fato extremamente importante ao estudar
um novo composto com atividade contra
microrganismos patogénicos.
Cardoso et al. 1. Atividade O OETr mostra potencial para o desenvolvimento de
2018/Brasil antileishmania um novo farmaco mais seguro e com menos efeitos
(promastigota); colaterais para o tratamento da leishmaniose.
2. Ensaio de atividade
hemolitica (HA);
3. Citotoxicidade de
macrofagos J774.A1;
4. Citotoxicidade de
macrofagos murinos
5. Determinacéo de
nitrito;
6. Atividade contra
amastigotas
intracelulares
Demarchi et al. 1. Ensaio de hemdlise  TrROY e principalmente OETr provocaram a morte de
2015a/Brasil (toxicidade Leishmania, e TrROY mostrou perda de toxicidade para
eritrocitaria); células eritrocitarias. Outros compostos derivados de T.
2. Citotoxicidade de riparia e do OE podem ser explorados para desenvolver
macroéfagos; uma nova alternativa de tratamento para leishmaniose.
3. Ensaios

antileishmania em
formas promastigotas:
a) Viabilidade;
b) Inibicdo do
crescimento
c) Alteracdes
ultraestruturais
4. Ensaios de
antileishmania em
formas amastigotas;
5. Ensaio de nitrito
6. Expressdo de mRNA
de iNOS
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Demarchi et al.
2016/ Brasil

1.Citotoxicidade;
2 .Efeitos
imunomoduladores;
3.Atividade
antileishmania;

Os efeitos antileishmania e imunomoduladores do OETr
corroboram com o uso de plantas da medicina
tradicional, como a T. riparia, para o tratamento de
infeccdes parasitarias. O OETr pode ser uma terapia
alternativa para leishmaniose considerando seus
efeitos antileishmania e imunomoduladores.

Endo et al.
2015/Brasil

Ensaios antifingicos

O estudo relata que as folhas de R. officinalis e T.
riparia contém compostos bioativos antifingicos. Os
extratos hidroalcodlicos de ambas as espécies
mostraram-se eficazes contra dermatdfitos, inibindo o
crescimento de fungos e causando alteracbes
morfolégicas em suas hifas. Isso apoia seu uso na
medicina popular para tratar distlrbios da pele. Essas
espécies sao fontes potenciais para o desenvolvimento
de estratégias de tratamento antifungico.

Fernandez et al.

2017/Brasil

1. Ensaios
antimicrobianos
2. Ensaios de
antioxidantes

Demonstrou que o fracionamento do extrato foi
extremamente importante para detectar a presenca de
FR com atividade antioxidante e antimicrobiana
superior ao EB. O EB e o FR-IV apresentaram
resultados promissores de potencial antioxidante e o
FR-I na ac&o antimicrobiana sobre as cepas de
bactérias Gram-positivas.

Gazim et al.
2010/Brasil

Determinacao da
atividade
antimicrobiana

O Oleo de T. riparia apresentou boa atividade
antimicrobiana afetada pela variacdo sazonal. Essas
diferencas podem ser atribuidas as mudangas na
precipitacédo e temperatura.

Gazim et al.
2014/Brasil

Atividade citotéxica

Ao fracionar o 6éleo, foi possivel identificar dois
compostos inéditos: um com alto potencial citotoxico e
outro com alto potencial antioxidante. Esses resultados
forneceram perspectivas adicionais para a avaliacdo de

novos compostos com atividade farmacoldgica.

Kakande et al.
2019/ Uganda

Atividade
antidermatofitica

Os achados deste estudo relataram a presenca de
dermatdfitos causadores de dermatofitoses entre os
pacientes atendidos no KIU-TH. Os resultados do
mostraram que o Extrato Bruto etanélico das folhas de
T. riparia possui atividade antidermatofitica contra os
dermatdfitos testados.

Melo et al.
2015a/Brasil

Ensaios
antimicrobianos

O OETr apresenta atividade antimicrobiana promissora
contra algumas bactérias cariogénicas, incluindo
Streptococcus mutans, que € um dos principais agentes
causadores de carie dentaria. A composicao quimica
do OETTr foi ligeiramente diferente da relatada em
estudos anteriores. Em conjunto, os resultados
sugeriram que este OE pode ser promissor para o
desenvolvimento de novos produtos de higiene bucal.

Melo et al.
2015b/Brasil

1. Ensaios

esquistossomicidas
2. Atividade citotoxica

O OETr foi eficaz contra vermes adultos de S. mansoni
e inibiu o desenvolvimento de ovos. Os presentes
resultados sugerem que a atividade esquistossomicida
deste OE merece uma investigacdo mais aprofundada
para identificar os constituintes quimicos que propiciam
essa atividade.

Ndiku and Ngule
2014/ Quénia

Atividade
antibacteriana

A planta T. riparia demonstrou grande potencial como
fonte de novos antibiéticos no tratamento contra as
infec¢Bes causadas pelos microrganismos testados. Os
resultados desta pesquisa séo indicativos de que a
planta extraida da forma tradicional pode ser utilizada
para o tratamento de diversas doencas que acometem
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0s seres humanos atualmente. A acéo da planta contra
0s microrganismos pode ser devido a um efeito
sinérgico de dois ou mais compostos encontrados na
planta.

A avaliagdo da composigdo quimica de Garcinia
punctata e T. riparia e os efeitos antifalciforme e
antibacteriano de antocianinas e acidos organicos
extraidos das espécies vegetais mencionadas, sugere
gue os extratos dessas plantas podem ser uma fonte
natural de agentes antifalciformes e antibacterianos.

A presenca de importantes fitoconstituintes
farmacolégicos e a atividade antibacteriana observada
no extrato aquoso das folhas frescas da planta indicam

a importéncia medicinal de T. riparia. O estudo pode
ser uma justificativa cientifica parcial do uso de plantas
no tratamento contra as infec¢des causadas pelos
microrganismos testados.

Ngbolua et al. 1. Atividade
2016/Republica antibacteriana
Democréatica do 2. Experiéncias anti-

Congo falciformes e
hemoliticas;
Ngule et al. Atividade
2014/Quénia antibacteriana
Okem et al. 2012/ 1. Atividade
Africa do Sul antibacteriana;

2. Atividade antifangica;
3. Atividade anti-
helmintica;

4., Ensaio anti-
inflamatorio;

5. Potencial de
genotoxicidade;

Os resultados da triagem farmacolégica apresentados
neste estudo validam até certo ponto a eficacia das
plantas medicinais selecionadas usadas no tratamento
de doencas relacionadas ao estbmago. Contudo, os
demais aspectos de doengas relacionadas ao
estbmago, como Ulceras géastricas, distdrbios de
motilidade, indigestéo e infec¢des do trato
gastrointestinal inferior ndo foram abordados neste
estudo. O teste de genotoxicidade mostrou que
nenhum dos extratos vegetais foi mutagénico para as
cepas teste de Salmonella. A andlise fitoquimica
revelou diferentes classes de metabdlitos secundarios
nas espécies vegetais estudadas.

Terron-Monich et 1. atividade anti-
al. 2018/ Brasil Leishmania
2. efeitos

imunomoduladores;

TrROY pode ser um promissor agente anti-Leishmania
gue pode estimular a resposta imune protetora contra
patégenos intracelulares e inibir reagdes imunes
indesejaveis. TrROY pode ser um agente terapéutico
alternativo para leishmaniose. Além disso,
considerando a modulagéo da IL-4 liberada pelo
TrROY, este diterpeno deve ser avaliado em outras
parasitoses que induzam o viés TH2. A expressao e
atividade da arginase também devem ser investigadas
para elucidar os efeitos imunomoduladores da TrROY
nesta via.

Anteriormente, novas substancias foram isoladas das
folhas da T. riparia, incluindo o 8(14),15-
sandaracopimaradieno-7alfa,18diol. Este diterpeno diol
apresenta atividade antimicrobiana significativa contra
varias bactérias e fungos. A concentracao inibitoria
minima (CIM) da substancia para os microrganismos
inibidos variou de 6,25 a 100 pg/ml.

Foi identificado o composto bioativo da T. riparia
responsavel por sua atividade anti-helmintica: 8(14),15-
sandaracopimaradieno-7a,18-diol.

Van Puyvelde et Atividade
al. 1986/Ruanda antimicrobiana
Van Puyvelde et Atividade anti-

al. 2018/Ruanda helmintica

York et al. Atividade
2012/Africa do Sul antimicrobiana

Embora este estudo in vitro apoie o uso tradicional de
algumas plantas independentemente e em combinacéo
para o tratamento de doencas respiratérias na area
rural de Maputaland, os resultados demonstram que a
selecdo tradicional de plantas com maior frequéncia
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nao necessariamente se correlaciona com maior
eficacia antimicrobiana.

IL= interleucina; CAMHB=meio com ajuste de Ca2+ e Mg2+;

Fonte: Adaptado de Trabalho de Conclusao de Curso de Farmacia da UFSC, elaborado por Yasmim
de Oliveira Dalsenter. Titulo. Efeitos antimicrobianos e de toxicidade da planta Tetradenia riparia e
seus derivados: uma revisao sistematica de estudos pré-clinicos (Floriandpolis, SC, 25 de julho de

2022).

A maioria dos estudos foram realizados no Brasil, e de plantas do estado do
Parana. Baldin et al. (2014) mostraram que o 0Oleo essencial da planta T. riparia
guando testado da forma pura obteve atividade antimicrobiana em isolados testados
de M. tuberculosis. Cardoso et al. (2018) testaram 6leo essencial sobre parasitos do
género Leishmania, assim como, Demarchi et al. (2015). O isolado 6,7-
dehidroroileanona extraido do 6leo essencial das folhas de T. riparia tem capacidade
de induzir morte de parasitas do género Leishmania a partir da alteracdo no
metabolismo mitocondrial. (DEMARCHI et al. 2016/ Brasil). GAZIM et al. (2010)
testaram Oleo essencial extraido e obtiveram diferenca entre as colheitas das
diferentes estacbes, onde houve comparacdo de atividades anti-inflamatérias e
antimicrobianas como o estudo, e concluiram que o 6leo de T. riparia obteve uma boa
atividade antimicrobiana, testados em S aureus, B. subtilis, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, E. faecalis, Proteus mirabilis, K. pneumoniae, Salmonella enterica e
Candida albicans, e analgésica. (GAZIM et al. 2014/Brasil) testaram o 6leo da planta
T. riparia extraidos das folhas, testou, pode- se observar que o 6leo possui um alto
potencial citotdéxico e antioxidante. (MELO et al. 2015b/Brasil), com planta do estado
de Sado Paulo, em concentracdes de 50 e 100 pug/mL, do 6leo de T. riparia, matou
todos os vermes adultos de Schistosoma mansoni ap6s um periodo de 24h de

incubacéo.

5.1.2 Extratos

Foram incluido um total de 8 artigos utilizando extratos, das folhas da planta T.
que foram: ENDO et al. 2015 utilizou extratos hidroalcoolicos de folhas da planta T.
riparia, coletadas na cidade de Maringa (PR), com uma concentragao 250 ug de
extrato, podendo concluir que os extratos testados contra os dermatofitos, foram

eficazes contra crescimentos de fungos e causando alteracdo morfolégica em suas
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hifas. FERNANDEZ et al. 2017, utilizou extrato de forma fracionada podendo observar
gue este extrato foi essencial para realizar algumas descobertas de algumas fracbes
importantes, nas quais possuem acgéo antioxidante e antimicrobiana.

KAKANDE et al. 2019 utilizaram extrato etandlico bruto de folhas de T. riparia
contra dermatofitos isolados de pacientes atendidos no Kampala International
University Teaching Hospital, Uganda. Pode - se concluir que o extrato bruto da planta
possui compostos bioativos que sdo ativos contra os dermatoéfitos nos quais foram
testados. NDIKU e Ngule 2014, testaram o extrato retirado das T. riparia, observando
gue o extrato da planta possui um grande potencial para o tratamento de infeccdes
causadas por microrganismos que foram testados.

NGULE et al. 2014, utilizaram folhas frescas que foram colhidas em torno da
universidade da Africa Oriental em Baraton, de forma aleatoriamente, foram secas em
um local ambiente. De acordo, pode - se observar que as folhas frescas inibem o
crescimento de Salmonella typhi, do que as folhas secas. O extrato feito das folhas
frescas da planta T. riparia possui uma grande presenca de atividade antimicrobiana
e fito constituintes farmacolégicos

NGBOLUA et al. 2016/Republica Democrética do Congo) utilizaram extrato de
folhas de 100 g de material vegetal em po6 seco, e apds caracterizacao quimica, foi
observado que se trata de uma fonte natural de agente anti - falciformes e
antimicrobianos, porém sao necessarios mais estudos futuros para avaliacdo de
toxicidade in vivo e in vitro. (OKEM et al. 2012/ South Africa), as folhas da planta em
estudo T. riparia foram coletadas Pietermaritzburg em KwaZulu-Natal, Africa do Sul,
foram obtidas com H20, EtOAc, EtOH 70% usado como controle negativo. De acordo
com o estudo, os resultados de escolha farmacoldgica validam a eficacia das plantas
medicinais que foram utilizadas no tratamento das doencas. Porém demais aspectos
como distarbios de motilidade, indigestdo, Ulceras gastricas, infeccdo do trato
gastrointestinal ndo foram trazidas neste estudo. O teste de genotoxicidade mostrou
gque nenhum dos extratos vegetais foi mutagénico para Salmonella, j& a analise
fitoquimica revelou diferentes classes de metabdlitos secundarios nas espécies
vegetais estudadas.

YORK et al. 2012 (Sul da Africa) prepararam extratos derivados de folhas secas
da planta. Nesse estudo foram preparados dois tipos de extrato, um aquoso de onde

foi realizada uma destilacdo do 6leo essencial, e outra CH 2 Cl 2: MeOH (extratos
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organicos). De acordo com o estudo foi observado que o uso da planta ndo teve

grande potencial antimicrobiano.

5.1.3 Isolados

Foram incluidos o total de 5 artigos com método de extracdo por isolados da
planta T. riparia. sendo realizados testes com o0s seguintes compostos: 6,7-
dehidroroileanona (TrROY) e 8(14),15-sandaracopimaradieno-7alfa,18diol (BALDIN
etal. 2018; DEMARCHI et al. 2015; TERRON - MONICH et al. 2018; VAN PUYVELDE
et al. 1986; VAN PUYVELDE et al. 2018)

Para o isolado 6,7-dehidroroileanona extraido por BALDIN et al. 2018, foram
coletadas amostras de T. riparia no estado do Parana, no municipio de Umuarama.
Conclui — se que o isolado 6,7-dehidroroileanona apresenta atividade contra isolados
clinicos de M. tuberculosis, também apresentando baixa citotoxicidade para
macrofragos em murinos. Também apresentou um espectro de atividade importante
contra bactérias gram-positivas, enquanto teve baixa atividade contra bactérias gram-
negativas;

DEMARCHI et al. 2015, utilizou e testou o isolado de 6,7-dehidroroileanona
(TrROY) o mesmo mostrou que possui capacidade de induzir a morte por parasitas
do género Leishmania, através do metabolismo mitocondrial, porém néo foi citotoxico
em células eritrocitarias humanas.

Em TERRON - MONICH et al. 2018, foi utlizado o isolado 6,7-
dehidroroileanona das folhas de T. riparia que foram colhidas na cidade de Umuarama
(PR), utilizando concentra¢cdes de (0,1 e 100 pg/ml), que foi identificada através da
técnica ressonancia magnética nuclear, para avaliacdo da producao de citocinas. O
gue se observou foi que o isolado por tem grande potencial anti - Leishmania, podendo
estimular a resposta imune contra patdégenos intracelular, pode também ser agente
terapéutico alternativo para leishmaniose. Porém testes adicionais ndo podem ser
descartados tanto in vivo quanto in vitro para realizar a confirmag&o do potencial anti
- Leishmania e imunomodulador do isolado.

VAN PUYVELDE et al. 1986, estudou o isolado 8(14),15-
sandaracopimaradieno-7alfa,18diol das folhas de T. riparia e observou que o Diol

(diterpeno) apresentou atividade significativa antimicrobiana contra varios fungos e
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bactérias. O isolado apresentou atividade anti-helmintica (VAN PUYVELDE et al.
2018).

5.1.4 Fragdes

Nos artigos selecionados, foram incluidos 2 artigos por extracao realizada por
fracOes, sdo eles: (GAZIM et al. 2014/Brasil), foram coletadas das fracdes 16 (6,6mg)
e 17(11,7mg),coletadas na cidade de Umuarama (PR) de T. riparia foram
encontradas:(porcédo 16) 9B,13B-epoxi-7-abieteno, e (porcdo 17) 6,7-
didehidroroileanona a concentragao utilizadas foi de 25 ug/mL - 1, pode - se concluir
qgque quando o Oleo foi fracionado foi possivel realizar a identificacdo de dois
compostos, o primeiro com um alto potencial de citotoxicidade e outro com grande
potencial antioxidante; (FERNANDEZ et al. 2017/Brasil) Foram realizada anélises a
fracdo que maior apresentou potencial foi FR-1 antibacteriano na cepa Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus cereus a FR-I tem grande importancia em
sua acdo antimicrobiana sobre as cepas de bactérias gram-positivas.

ApoOs a extracdo dos dados e sintese narrativa. O viés de relatorio e qualidade
metodoldgica foi verificado pela ferramenta Scirap.

5.2 VIES DE RELATORIO

Dos 18 estudos, a maioria dos (11) apresentaram baixo risco de viés e sete
risco moderado: (ENDO et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2017; MELO et al., 2015a;
NDIKU e NGULE, 2014; OKEM et al., 2012; Van PUYVELDE, 1986; YORK et al., 2012
)(Quadro 1).

Quadro 1 - Risco de viés de relatério
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Quadro 1. Qualidade do relatério dos estudos incluidos na revisao utilizando a ferramenta SciRAP (SciRAP tool verséao 2.0).

. . . [Ngbolua Terron Van
Critérios de |Baldin S(??to Ir::;rin; rl:::in; Endo Esg;a Sqa:tl (r;‘:a:: E::Zt Melo |Melo T etal., Ngule |Okem |Monic \F{znve Puyve|York
avaliagio |et al., etal, |etal., 2016 etal., [etal, |het Y Ide et |et al.,

etal.,
perGUNTAS |2018 |o  [3 | Sl &l 2015220156 N9 [(modugo [2014 |2012 [al, |1 2012

=}

v o015 . lal,  al,
2015 (2015 (2016 2017 (2010 |2014 |2019 , 2014 ) 2018 1986 2018

Composto de teste e controles
1
2
3
4
Sistema Teste

Administragdo do composto de teste
12
13
14
15
Coleta e andlise de dados
16
17
18
19
20
Financiamento e interesses concorrentes

21
22

SciRAP
score=(F+(PF*0 91 66
,5)/22*1)/100)

Julgamento final M

) HHHH - H ) )

M

M M

Legend: F=fulfilled (preenchido); NF= not fulfilled (ndo preeenchido); PF= partially fulfilled (parcialmente
preenchido); B=baixo risco de viés (% score >75%); M= moderado risco de viés (% score 50-75%).

Fonte: Elaborado pela autora.
Questdes:
Composto de teste e controles
1. Foi fornecido o nome quimico ou outra identificacdo como o numero CAS, do
composto teste?
2. A pureza do composto de teste foi declarada ou é rastreavel de acordo com as
informacdes fornecidas em relacdo ao fabricante e numero de lote/lote. No caso de
misturas, a composigao de diferentes constituintes foi indicada.
3.0 veiculo foi descrito por exemplo (salina)
4. Foi declarado que um controle nao tratado ou de veiculo foi incluido.
Sistema Teste
5. Foi descrito o sistema teste (linhagem celular/células/tecidos/ 6rgdos/ embrido)

6. Foi indicado a fonte do sistema teste
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7. Foi descrito a viabilidade celular do sistema teste

8. Foi indicado o numero de passagens celular de células/patégenos utilizada

9. A composicao da média foi descrita, incluindo uso de antibidticos, soro, entre outros.
10. Foi descrito concentragao de CO2, temperatura de incubacao e umidade

11. Foi descrita as medidas tomadas para evitar ou rastrear a contaminacdo, como
por exemplo mycoplasma, bactérias, fungos e virus.

Administragdo do composto teste

12. Foi indicado os niveis de dose ou concentracdes administradas

13. Foi descrito densidade de células/ patdgenos ou numero usado durante o
tratamento

14. Foi informada a duracao do tratamento

15. Foi indicado o nimero de replicatas por nivel de concentracdo de dose ou o
namero de vezes que o experimento foi repetido

Coleta e analise de dados

16. Os testes e/ou métodos analiticos utilizados foram suficientemente descritos para
permitir a avaliagéo da confiabilidade dos resultados

17. Foi informado os momentos de coleta de dados (24h)

18. Foi declarado que o efeito do composto de teste na citotoxicidade foi medido.

19. Todos os resultados foram claramente apresentados

20. Os métodos estatisticos e softwares usados foram descritos

Financiamento e interesses concorrentes

21.Foram indicadas fontes de financiamento para o estudo

22.Quaisquer interesses concorrentes foram divulgados ou foi explicitamente

declarado que os autores ndo tinham interesses concorrentes

Os maiores problemas foram reportados nos dominios de sistema teste e
financiamento e conflito de interesse, e também em coleta e analise de dados (Figura
2A).

Figura 2. Resumo do risco de viés de relatério e qualidade dos estudos in vitro.

A) Relatério
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100%

75%

50%

25%

0%

Composto Sistema teste  Administracao Coleta e Financiamento
teste e controle do composto analise de e conflito de

teste dados interesse

Legenda:
. Baixo Risco de Viés
O Moderado Risco de Viés

‘ Alto Risco de Viés

Fonte: Elaborado pela autora.

As questdes que mais tiveram dados nado preenchidos foram as com os
dominios de numero: 7. Foi descrita a viabilidade celular do sistema teste; 8. Foi
indicado o numero de passagens celular de células/patdgenos utilizada; 11. Foi
descrita as medidas tomadas para evitar ou rastrear a contaminagdo, como por
exemplo mycoplasma, bactérias, fungos e virus, 15. Foi indicado o niumero de
replicatas por nivel de concentracéo de dose ou 0 nUmero de vezes que 0 experimento
foi repetido; 18. Foi declarado que o efeito do composto de teste na citotoxicidade foi
medido; 20 - Os métodos estatisticos e softwares usados foram descritos;

22 - Quaisquer interesses concorrentes foram divulgados ou foi explicitamente

declarado que os autores ndo tinham interesses concorrentes

5.3 VIES DE QUALIDADE METODOLOGICA

Dos 18 estudos, a maioria teve baixo risco de viés para qualidade metodol6gica

(13) nas quais foram as de numero: 1. Nome quimico, ou outra identificagdo como
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namero CAS do composto teste foi fornecido; 2. A pureza do composto teste foi
declarada ou é rastreavel de acordo com as informacdes fornecidas em relacdo aos
fabricantes e o numero de lote/lote. No caso de misturas, foi indicada a composicéo
de diferentes constituintes; 3. Foi usado um solvente apropriado (veiculo) que nao
deve interferir nos resultados do estudo na concentracdo utilizada; 4. Foi incluido
algum controle de solvente (veiculo); 5. Foi incluido um controle positivo apropriado,
e o0 resultado esperado foi observado a partir deste tratamento; 8. A duracdo da
exposicéo foi adequada para o sistema de teste e os parametros investigados; 9. As
concentracdes utilizadas foram adequadas para o sistema de teste e 0s parametros
investigados; 10. As condicBes de teste durante e apGs a exposi¢cdo ao composto de
teste foram adequadas (meio e soro usados, densidade celular, temperatura de
incubacdo, umidade, concentracdo de CO2); 11. Testes confidveis e sensiveis e/ou
métodos analiticos foram usados para investigar os parametros; 12. NUmeros
suficientes de réplicas ou repeticdbes do experimento foram usados para gerar
resultados confiaveis e vélidos (minimo trés/2 experimentos independentes); 13. As
medicdes foram coletadas em pontos de tempo adequados para gerar dados
sensiveis, validos e confiaveis; 14. A citotoxicidade foi medida e o composto de teste
nao causou citotoxicidade que afetou significativamente os resultados; 15. Os
métodos estatisticos foram claramente descritos e ndo parecem inadequados,
incomuns ou desconhecidos. Cinco estudos tiveram risco moderado foi as com
dominio de namero 4. Foi incluido algum controle de solvente (veiculo); 11. Testes
confiaveis e sensiveis e/ou métodos analiticos foram usados para investigar os
parametros; 12. Numeros suficientes de réplicas ou repeti¢cdes do experimento foram
usados para gerar resultados confiaveis e validos (minimo trés/2 experimentos
independentes); 14. A citotoxicidade foi medida e o composto de teste ndo causou
citotoxicidade que afetou significativamente os resultados; 15. Os métodos estatisticos
foram claramente descritos e ndo parecem inadequados, incomuns ou
desconhecidos.

As questbes que apresentaram viés foram as com o dominio de niumero: 6. Um
sistema de teste confidvel e sensivel (linha celular/células/tecido/6rgdo/embrido) com
competéncia metabdlica, se relevante, foi usado para investigar o composto de teste
e 0s parametros; 7. As condicbes para cultivo e/ou manutencdo da linhagem
celular/células/tecido/6rgado/embrido  (temperatura de incubagcdo, umidade,

concentracdo de CO2, meio utilizado, nUmero de passagens celulares, controle de
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contaminacgao) foram adequadas; 14. A citotoxicidade foi medida e o composto de
teste ndo causou citotoxicidade que afetou significativamente os resultados. (Quadro
2).

Quadro 2. Viés de qualidade metodologica

Quadro 2. Qualidade metodolégica e confiabilidade dos estudos in vitro utilizando a ferramenta SciRAP.
Critérios de avaliagdo/Identificador

Composto de
teste e
controles

1

2

3

4

5
Sistema Teste

6 PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PE

7 PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF PF
Administracdo do composto de teste

Julgamento
final

Scirap
score=(F+(PF*0| 70 87 87 7 73 93 83 70 83 7 93 70 77
,5)/15*1)/100)

Confiabilidade

Legend: F= fulfiled (preenchido); NF= not fulfiled (ndo preeenchido); PF= Partially fulfilled
(parcialmente preenchido); A= alto risco de viés (<50%); B= baixo risco de viés (% score >75%); M=
moderado risco de viés (% score 50-75%); NR= ndo confiavel (Not reliable); RR= Confiavel com
restricdes (Reliable with restrictions).

Fonte: Elaborado pela autora.

Questdes:

1. Nome quimico, ou outra identificacdo como numero CAS do composto teste foi
fornecido

2. A pureza do composto teste foi declarada ou é rastreavel de acordo com as
informacdes fornecidas em relacéo aos fabricantes e o niumero de lote/lote. No caso
de misturas, foi indicada a composicao de diferentes constituintes.

3. Foi usado um solvente apropriado (veiculo) que ndo deve interferir nos resultados

do estudo na concentragéao utilizada
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4. Foi incluido algum controle de solvente (veiculo)

5.Foi incluido um controle positivo apropriado, e o resultado esperado foi observado a
partir deste tratamento

6. Um sistema de teste confiavel e sensivel (linha
celular/células/tecido/6rgao/embrido) com competéncia metabdlica, se relevante, foi
usado para investigar o composto de teste e 0s parametros

7. As condicbes para cultvo e/ou manutencdo da linhagem
celular/células/tecido/érgdo/embrido  (temperatura de incubagdo, umidade,
concentracdo de CO2, meio utilizado, nUumero de passagens celulares, controle de
contaminacgao) foram adequadas

8. A duracéo da exposicéo foi adequada para o sistema de teste e os parametros
investigados.

9. As concentracfes utilizadas foram adequadas para o sistema de teste e 0s
parametros investigados.

10. As condi¢cdes de teste durante e ap0s a exposicdo ao composto de teste foram
adequadas (meio e soro usados, densidade celular, temperatura de incubacéao,
umidade, concentracao de CO2).

11. Testes confidveis e sensiveis e/ou métodos analiticos foram usados para
investigar os parametros.

12. Numeros suficientes de réplicas ou repeticdes do experimento foram usados para
gerar resultados confiaveis e validos (minimo trés/2 experimentos independentes).
13. As medi¢des foram coletadas em pontos de tempo adequados para gerar dados
sensiveis, validos e confiaveis.

14. A citotoxicidade foi medida e o composto de teste ndo causou citotoxicidade que
afetou significativamente os resultados.

15. Os métodos estatisticos foram claramente descritos e ndo parecem inadequados,

incomuns ou desconhecidos.

Os dominios que apresentaram vieses foram, coleta, analise de dados do

composto teste e controle. (Figura 2B)

B) Qualidade metodolégica
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100%

75%

50%

25%

0%
Composto teste e Sistema teste Administragéo do Coleta e analise de
controle composto teste dados

Legenda

O Baixo Risco de Viés
O Moderado Risco de Viés

‘ Alto Risco de Viés

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 CONFIABILIDADE

Dos 18 estudos, 15 apresentaram-se como confidveis com restricdo para
toxicidade e atividade antimicrobiana. No entanto, trés estudos que foram: 12 -
Numeros suficientes de réplicas ou repeticbes do experimento foram usados para
gerar resultados confiaveis e validos (minimo trés/2 experimentos independentes); 14
- A citotoxicidade foi medida e o composto de teste ndo causou citotoxicidade que
afetou significativamente os resultados; 15 - Os métodos estatisticos foram
claramente descritos e ndo parecem inadequados, incomuns ou desconhecidos
apresentaram vieses significativas que reduziram a confianca nos resultados

apresentados (Figura 3)

Figura 3 — Confiabilidade
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Confiabilidade

Confiavel com restricdes

@ Nao confiavel

Legenda: Verde: Baixo risco de viés; Amarelo: Moderado risco de viés; Vermelho: Alto risco de viés.

Fonte: Elaborado pela autora.

E de grande importancia realizar uma analise do risco de viés de qualidade
metodoldgica, pois isso pode de forma direta ou indireta contribuir para uma tomada
de decisdo clinica ou também de salde publica (SAUDE,2014). Pode-se definir a
gualidade metodologica de um estudo, quando o mesmo esta relacionado a um baixo
risco de viés. Pode-se quantificar a qualidade contida em estudos, utilizando
ferramentas especificas para a conducdo de uma revisdo sistematica como a
Cochrane (HTANALYZE, 2022).

A analise do risco de viés de qualidade, possui varios comparativos de dados
de acordo com acrénimo PICO que é estabelecido no inicio da pesquisa. A ferramenta
utilizada neste trabalho para analise do risco de viés foi a Cochrane, que envolve
varias etapas: cegamento dos participantes, método de randomizacéo, sigilo de
alocacao, cegamento da parte do avaliador, dados incompletos dos desfechos, relato
seletivo de desfecho, dentre outras fontes do viés (COCHRANE, 2022). A analise do
risco viés tem grande importancia para realizagdo de um futuro diagnostico,
intervencdo ou exposicao. Por isso foi realizada uma analise da avaliagédo do nivel de
evidéncia que estéo aplicadas as revisdes sistematicas (CANTO, 2020).

O sistema GRADE utilizado tem sido amplamente utilizado nas revisdes de

estudos pré-clinicos e tem grande importancia para uma escolha de decisdo em saude
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(HOOIIJMANS et al., 2014; SCHUNEMANN et al.,, 2013). Com a aplicacdo deste
programa, podemos ter uma compreensdo maior dos estudos, com menor
necessidade de pesquisas em animais e ter pesquisas mais refinadas.

Um dos critérios do sistema GRADE é a andlise do risco de viés, que foi o item
avaliado neste estudo para realizar uma analise dos impactos desses estudos, porém
existem ainda alguns itens que necessitam ser avaliados como: inconsisténcia e

precisao, os quais irdo ser analisados futuramente.
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6 FINANCIAMENTO

N&o houve custos para o desenvolvimento do projeto. Os materiais utilizados
foram computadores e acesso a internet, adquiridos pelo pesquisador ou disponiveis
na instituicdo, além da disponibilidade de tempo dos desenvolvedores para realizacao

das atividades de pesquisa e discussao dos resultados.
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7 CONCLUSAO

A maioria dos estudos in vitro sobre atividade da planta Tetradenia riparia e
seus derivados em Leishmania apresenta baixo risco de viés de qualidade
metodoldgica e de relatério. Entre as principais questdes com problemas foram
sistema testado, coleta e analise de dados relacionados a citotoxicidade. Além disso,
a maioria foi considerada confiavel com algumas restrices. Pode-se concluir que os
estudos in vitro sobre eficacia antimicrobiana da planta Tetradenia riparia s&o
confidveis, com restricdo maior quanto aos testes de citotoxicidade. No GRADE,
recomendamos a reducdo de um nivel de evidéncia no item risco de viés. Destacamos
gue esse desfecho precisa ser melhor investigado em estudos pré-clinicos antes de

estudo em seres humanos.

CONTRIBUICOES: Jéssica Piovesan de Oliveira e Izabel Galhardo Demarchi
idealizaram o trabalho, participaram de todas as etapas e revisaram este
material. Yasmim de Oliveira Dalsenter coletou dados e revisou as tabelas de
eficacia. As académicas Taind Larissa Lubschinski e Eduarda Talita Mohr
Bramorski auxiliaram na etapa de analise do viés.
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