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RESUMO

Nativa da Ameérica tropical, Psidium guineense Sw. (Myrtaceae) € um arbusto ou
pequena arvore com propriedades medicinais, incluindo tratamento de infeccoes,
feridas, diarreia e acdo diurética. Devido a auséncia de estudos de toxicidade de
extrato aquoso de folhas de P. guineense, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a seguranca de uso em camundongos. Folhas de P. guineense foram
pulverizadas e homogeneizada com agua destilada (1:10 p/v) e obtendo um extrato
aquoso a 10% por turbdlise (EAPQ). O extrato foi caracterizado por cromatografia em
camada delgada e por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Eritrocitos murinos
foram usados para avaliar a citotoxicidade, enquanto camundongos Swiss albinos
foram utilizados para avaliar a toxicidade aguda, genotoxicidade (ensaio do cometa)
e mutagenicidade (teste do micronucleo). Com isso, foi evidenciado que o extrato
apresenta flavonoides, taninos hidrolisaveis, terpenos, esteroides e acUcares
redutores. Os resultados do ensaio de citotoxicidade revelaram a baixa capacidade do
EAPg em causar lise celular com uma taxa de hemdlise variando de 0,35% a 13% em
comparacdo ao controle (100%). No estudo de toxicidade oral aguda em
camundongos, nenhum camundongo apresentou qualquer alteragdo comportamental
ou mortalidade ap0s a administracdo de 2.000 mg/kg de EAPg por 14 dias. Os
parametros hematoldgicos ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo aos
animais do grupo controle. J& na avaliacdo dos parametros bioquimicos o tratamento
com EAPg promoveu uma reducdo dos parametros lipidicos (p<0.05). O teste do
micronucleo e o indice de danos (DI) da avaliagdo genotdxica ndo indicou diferenca
significativa quando comparado ao controle. Porém, foi observada um aumento na
frequéncia de dano (DF) dos animais tratados com 2000 mg/k de EAPg. Na avaliacéo
de toxicidade, o tratamento com 2000 mg/kg de EAPg reduziu parametros lipidicos e
mostrou-se ser bem tolerado sem apresentar alteragcdes comportamentais, bem como

nao promoveu dano ao DNA.

Palavras-chave: caatinga; mytaceae; toxicidade, plantas medicinas.



ABSTRACT

Native to tropical America, Psidium guineense Sw. (Myrtaceae) is a shrub or small tree
with medicinal properties, including treatment of infections, wounds, diarrhea and
diuretic action. Due to the absence of toxicity studies on the aqueous extract of leaves
of P. guineense, the present study aimed to evaluate the safety of use in mice. Leaves
of P. guineense were pulverized and homogenized with distilled water (1:10 p/v) and
obtained a 10% aqueous extract by turbolysis (EAPg). The extract was characterized
by thin layer chromatography and high-performance liquid chromatography. Murine
erythrocytes were used to assess cytotoxicity, while Swiss albino mice were used to
assess acute toxicity, genotoxicity (comet assay) and mutagenicity (micronucleus test).
The results of the cytotoxicity assay revealed the low capacity of EAPg to cause cell
lysis with a hemolysis rate ranging from 0.35% to 13%. In the acute oral toxicity study
in mice, no mice showed any behavioral change or mortality after administration of
2,000 mg/kg of EAPg for 14 days. The hematological parameters did not show
significant difference in relation to the animals in the control group. In the evaluation of
biochemical parameters, treatment with EAPg promoted a reduction in lipid parameters
(p<0.05). The micronucleus test and the damage index (DI) of the genotoxic evaluation
did not indicate a significant difference when compared to the control. However, an
increase in the damage frequency (DF) of animals treated with 2000 mg/kg of EAPg
was observed. Thus, it was evidenced that the extract has flavonoids, hydrolyzable
tannins, terpenes, steroids and reducing sugars. In the toxicity assessment, treatment
with 2000 mg/kg of EAPg reduced lipid parameters and proved to be well tolerated

without showing behavioral changes, as well as not promoting DNA damage.

Keywords: caatinga; myrtaceae; toxicity; medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo e toda essa
biodiversidade € de alto valor econbémico para diversas finalidades pois produtos
naturais sao utilizados desde a alimentacdo até o desenvolvimento de novos
tratamentos (SOUZA et al., 2014). Os produtos naturais séo considerados uma das
principais fontes para o avan¢o das pesquisas cientificas em medicina, elucidar o
mecanismo de acdo dos principios ativos tem possibilitado a industria projetar novos
medicamentos, oferecendo novas aplicacbes, insumos e alternativas. Utilizado no
tratamento de diversas patologias (ALVES et al., 2019; KHAN, 2018).

O bioma Caatinga esté localizado na regiao nordeste do Brasil e é dividido em
estados (Cear4, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Piaui, Sergipe, Maranh&o, Rio
Grande do Norte e faixa norte de Minas Gerais), com uma area de aproximadamente
844.453 quildmetros quadrados ou 54,53% da éarea, rica biodiversidade e clima seco
(LEAL, 2003). A vegetacdo da caatinga é conhecida mundialmente como florestas
tropicais sazonalmente secas e arbustos com ricas suculentas e poucas gramineas
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018) e se adapta as mudancas climaticas proviniente das
secas prolongadas (CORREIA; DO NASCIMENTO; GOUVEIA, 2020).

Segundo Silva (2020), os ultimos anos, devido ao potencial farmacoldgico
previamente demonstrado de varios constituintes fitoquimicos, houve um enorme
progresso no estudo de compostos presentes em espécies vegetais, 0 que € um
importante pré-requisito para a producdo de novos produtos com valor terapéutico.
Sabe-se que as espécies vegetais sdo a primeira escolha para o manejo de doencas
devido a sua facil disponibilidade, sendo mais comum em paises menos
desenvolvidos ou em desenvolvimento devido as condicbes socioecondmicas das
populacdes que residem nesses locais (SILVA, 2020). Com base na compreensao
etnofarmacoldgica, varios estudos nos ultimos anos apoiam o desenvolvimento de
medicamentos com base em produtos vegetais(COSTA et al., 2023a).

Psidium guineense Sw. (Myrtaceae) € um arbusto ou pequena arvore, de 1-6
m de altura, nativa da América tropical, do sul do México ao norte da Argentina e Brasil
(NEIRA GONZALEZ; RAMIREZ GONZALEZ; SANCHEZ PINTO, 2005). No Brasil é
conhecida como "goiaba-araca" ou "araca-do-campo”. O fruto é utilizado na
preparacao de alimentos naturais ou consumido na forma de sobremesas, bebidas,

gelados e licores (MANICA, 2000). Na medicina popular, as folhas de P. guineense
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séo usadas para tratar inflamaces (FRANZON et al., 2009a), e as raizes e cascas
sdo usadas para tratar distlrbios gastrointestinais ou como diurético (RODRIGUES,
2001).

Estudos sobre a atividade biolégica dessa planta demonstraram as
propriedades antibacterianas dos extratos das folhas (FERNANDES et al., 2012) e o
potencial antioxidante do fruto (DE ARAUJO et al., 2016). A triagem quimica de
extratos de folhas dessa espécie identificou compostos bioativos como: fendlicos,
licopeno, vitamina C e flavonoides (RIVERO-MALDONADO et al., 2013). Um estudo
de Oleos essenciais extraidos de folhas de P. guineense coletadas em Boa vista
(Brasil) evidenciou que monoterpenos (incluindo limoneno) e sesquiterpenos ([3-
bisabolol e epi-a-bisabola) predominam (DA SILVA et al., 2003).

No entanto, a diversidade de plantas do Brasil permanece pouco
compreendida. Portanto, estima-se que a medida que mais estudos envolvendo
diferentes espécies de plantas em diferentes meios de extracdo forem realizados,
novas substancias biologicamente ativas sejam descobertas e consequentemente
novas propriedades de interesse biotecnologico para desenvolvimento de novas
drogas.

Assim, dado esse potencial farmacolégico, este estudo teve como objetivo
tracar o perfil fitoquimico e avaliar a toxicidade aguda, citotoxicidade e genotoxicidade

do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar o extrato aquoso de folhas de Psidium guineense Sw e avaliar a
citotoxicidade, toxicidade oral e genotoxicidade em camundongos.

2.2 ESPECIFICOS

e Obter e caracterizar o perfil fitoquimico do extrato aquoso de folhas de

Psidium guineense Sw;

e Investigar o potencial citotéxico do extrato aquoso de folhas de Psidium

guineense Sw em Eritrocitos de camundongos;

e Avaliar a toxicidade oral aguda do extrato aquoso de folhas de Psidium

guineense Sw em camundongos;

e Avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade do extrato aquoso de folhas de

Psidium guineense Sw em camundongos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CAATINGA

O dominio da Caatinga no nordeste do Brasil (Figura 1.) abriga a maior e mais
continua extensdo de floresta tropical sazonalmente seca e bioma florestal
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018). Esse bioma compreende a vegetacao tropical rica em
plantas suculentas e pobre em gramineas, ndo adaptada a ocorréncia regular do fogo
natural e que ocorre em regidées com solo fértil e precipitacdo bimodal (<1800 mm/ano,
com periodos de, no minimo, 5 a 6 meses recebendo menos que 100mm (DE
QUEIROZ et al., 2017). No caso especifico da Caatinga, essa grande
heterogeneidade floristica reflete adaptacdes da flora a condi¢ges locais de clima e
solo. Analises fitogeograficas tém demonstrado que diferencas no solo exercem um
papel fundamental nas diferencas ecoldgicas e floristicas (TABARELLI et al., 2002).

A maior parte de sua vegetacado € composta por matas baixas, principalmente
arvores folhosas caducifélias e arbustos, geralmente espinhosos e folhosos,
entremeados por suculentas (SILVEIRA et al., 2019). O numero de estudos sobre
espécies com uso medicinal dessa regido tem crescido progressivamente,
principalmente as com indicac¢des terapéuticas de uso popular (SILVA et al., 2012).
Tendo em vista a notavel sazonalidade do bioma Caatinga, muitas espécies vegetais
desse bioma desenvolvem mecanismos de adaptagcédo, como altera¢des na sintese de
metabolitos secundarios. Tais metabdlitos constituem a defesa quimica das plantas

contra intempéries e herbivoros (DA CRUZ et al., 2020).
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Figura 1. Localizacao do Bioma Caatinga

Fonte: (LEAL; TABARELLI, 2003)

3.2 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo uma fonte permanente e promissora de tratamento
para muitas doencas humanas. Atualmente sdo foco de pesquisas devido a sua
enorme diversidade quimica e biologica e por possuirem uma grande variedade de
compostos com atividade biologica (YANG et al., 2017). As principais vantagens de
usa-la sdo baixo custo, acessibilidade e geralmente ter menos efeitos colaterais. A
pesquisa realizada com plantas medicinais € importante para confirmar sua seguranca
e eficacia (BHATTACHARYA, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 80% da populacéo
mundial nos paises em desenvolvimento depende de medicamentos tradicionais,
principalmente derivados de plantas, para cuidados primarios de saude (OZKAN et
al., 2016). O estudo de plantas medicinais é importante porque permite a descoberta
de produtos naturais para o desenvolvimento de farmacos. Além de sua eficacia, os
produtos naturais em sua maioria ndo sao toxicos e, portanto, podem ser utilizados

como estratégias terapéuticas seguras para aumentar o conhecimento sobre plantas
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ou preparacdes botanicas disponiveis para a comunidade (BOUKANDOU
MOUNANGA; MEWONO; ABOUGHE ANGONE, 2015).

A necessidade urgente de novos agentes terapéuticos com maior eficacia e
menos efeitos colaterais tem chamado a atencdo para plantas medicinais com
propriedades anti-inflamatérias (M. LOURENCO; M. FERREIRA; S. BRANCO, 2012).
Muitos constituintes de plantas medicinais podem contribuir para a atividade
antioxidante e outras propriedades protetoras relacionadas. Principalmente porque
compostos como acidos fendlicos, flavonodides, terpenos, tocoferéis e carotendides
sdo distribuidos uniformemente em sua estrutura quimica (SKROVANKOVA;
MISURCOVA; MACHU, 2012). Indica a necessidade de acbes voltadas para o
fortalecimento da pesquisa em produtos naturais, especialmente considerando a rica
biodiversidade brasileira (DUTRA et al., 2016).

3.3 FAMILIA MYRTACEAE

Myrtaceae é uma familia pantropical (WILSON et al., 2005) com cerca de 132
géneros e 5760 espécies (GOVAERTS et al., 2013), distribuida preferencialmente em
regibes tropicais e subtropicais. E uma das familias mais importantes da regi&o
Neotropical, ocupando o terceiro lugar em riqueza de espécies (BEECH et al., 2017).
No Brasil, existem 23 géneros e 990 espécies (AMORIM, 2021).

De acordo com aspectos genéticos e caracteristicas botanicas, divide-se nas
subfamilias Psiloxyloideae e Myrtoideae, sendo também descrita sua distribuicédo
geografica. A primeira incluiu as Myrtaceae concentradas na parte sudeste do
continente africano, integrando as tribos Psiloxyleae e as Heteropyxideae. A
subfamilia Myrtoideae é amplamente distribuida em todo o mundo, especialmente na
Oceania, Africa subsaariana, sudeste da Asia e América Latina (THORNHILL et al.,
2015).

As espécies neotropicais pertencem principalmente a subfamilia Myrtoideae e
podem ser encontradas desde arbustos até arvores com glandulas oleiferas. Seu
indumento unicelular possui tricomas simples ou em forma de T. As folhas séo opostas
e simples com superficie glandular-punctada, e nervuras marginais presentes em toda
a margem tambem inteira. Inflorescéncias séo axilares ou terminais sendo: paniculas,
racemos, dichas ou com flores solitarias. As flores sdo actinomorficas e bissexuais,

apresentando hipanto e fusionadas ao ovario, podendo ou néo se estender acima do
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ovario. Sépalas 4-5, abrindo em botfes ou formando pétalas de abertura regular ou
irregular, 4-5 brancas a raramente avermelhadas. Fruto carnoso, com sépalas
persistentes ou caducifélias e uma a varias sementes, sem endosperma e embriao
diferenciado (SAMPAIO AMORIM, 2011).

No Brasil, a familia Myrtaceae € uma das familias mais importantes,
considerada um dos taxons arbéreos dominantes na Mata Atlantica. Além do grande
namero de espécies desta familia, ela desempenha importante papel na sociologia
vegetal das florestas do sul e sudeste do Brasil. Para fins comerciais, ocupam o
terceiro lugar na familia das angiospermas. Espécies da familia Myrtaceae também
sdo usadas na medicina tradicional para tratar varias doencas ou condi¢des, para as
guais diferentes partes da planta podem ser usadas como folhas, caules, raizes, frutos
ou brotos (CRUZ; KAPLAN, 2012). Ela possuem diversas propriedades biolégicas e
farmacoldgicas (DEXHEIMER; POZZOBON, 2017; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR,
2011), incluindo atividade antibacteriana (SAMPAIO et al., 2020).

3.4 PSIDIUM GUINEENSE

O género neotropical Psidium L. € o quarto maior representante e € um dos
mais relacionados a familia Myrtaceae do territério nacional. Isso se deve a sua
diversidade vegetal, com aproximadamente 65% das espécies do género distribuidas
por todo o Brasil (PROENCA et al., 2017).

A palavra Psidium é derivada da palavra grega "Psidion”, que significa morder
ou triturar, e refere-se ao saboroso fruto produzido pela maioria das espécies desse
género (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Essa propriedade confere importancia
econbmica ao género Psidium devido ao amplo uso desses frutos pelas industrias
agroindustrial e alimenticia, principalmente para a fabricagcdo de compotas e geleias
(RIBEIRO, 2018). Essas plantas sao conhecidas como "arac¢a" no territério nacional
(DE MELO; SELEGUINI; VELOSO, 2013).

Psidium guineense, popularmente conhecida como "araca-mirim" ou
"goiabinha", distribui-se na América tropical (Figura 2.) desde o sul do México até o
norte da Argentina e Brasil (NEIRA GONZALEZ; RAMIREZ GONZALEZ; SANCHEZ
PINTO, 2005). P. guineense é um arbusto que atinge até 6 metros de altura com
tronco de casca lisa e que descama. As flores séo de cinco pétalas, de cor branca a

creme, podendo ser solitarias, duplas ou trigémeas da regido axial das folhas, com 60
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a 320 estames no androceu, e gineceu com ovario infero (TULER et al., 2017).

Figura 2. Distribuicdo de Psidium Guineense
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Fonte: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:211886-2#source-KBD

O nome "araca" vem da palavra tupi "ara'sa", que significa "fruto com olhos
voltados para o céu", referindo-se as sépalas remanescentes no fruto (ALVARENGA
et al., 2016). Estes frutos sdo redondos, verdes quando imaturos e amarelos quando
maduros, com polpa amarelada e acida, com 220 a 234 sementes por fruto (Figura
3.). Seu caule possui casca lisa e folhas elipticas e pilosas com bordas levemente
onduladas (FERREIRA et al., 2011; NEIRA GONZALEZ; RAMIREZ GONZALEZ;
SANCHEZ PINTO, 2005; TULER et al., 2017).

Na medicina popular, infusGes de folhas jovens e frescas de P. Guineense sé&o
utilizadas no tratamento de infecc6es e feridas (TENE et al., 2007), a raiz €
tradicionalmente utilizada no Brasil como antidiarréico e diurético, e a casca é utilizada
para preparar curtume devido ao seu alto teor de taninos (FRANZON et al., 2009a).
Estudos etnobotanicos mencionam o uso popular do Psidium guineense para o
tratamento de distarbios do TGl (ANESINI; PEREZ, 1993; LEONTI; STICHER;
HEINRICH, 2003). O efeito gastroprotetor do extrato aquoso da folha foi demonstrado
reduzindo a acidez gastrica e aumentando 0s niveis basais de muco em camundongos
(SOUSA, 2016).
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Figura 3. Folhas e Fruto de Psidium Guineense

Fonte: D. Zappi, RBG, Kew.

Um estudo de Gonzalez et al. (2005) demonstraram o potencial antimicrobiano
da polpa de P. guineense contra a Streptococcus mutans e Fernandes et al. (2012)
observaram o efeito inibidor do crescimento do extratos de P. guineense em cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina devido a ligacdo a B-lactamicos,
carbapenémicos e fluoroquinolonas entre antibioticos, apoiando que P. guineense
exibe atividade antibacteriana sinérgica contra antibioticos. Outro estudo constatou
gue, além das atividades anti-inflamatoria e antioxidante, os Oleos essenciais das
folhas de P. guineense apresentaram efeitos bacteriostaticos contra o Mycobacterium

tuberculosis (DO NASCIMENTO et al., 2018).

3.5 0 USO DE EXTRATOS AQUOSOS

Extratos aquosos de plantas tém sido usados ha milhares de anos e tém uma

variedade de usos, principalmente seus usos medicinais, como inseticidas naturais,
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agentes antifungicos e antioxidantes. O uso em larga escala e indiscriminado de
produtos sintéticos da industria quimica tem gerado riscos a saude humana e animal,
bem como ao meio ambiente, sendo notodria a busca por suas respectivas alternativas
menos nocivas. Portanto, ha grande interesse em encontrar substancias quimicas de
fontes renovaveis com atividades farmacoldgicas, antifingicas, inseticidas, entre
outras (DE MELO et al., 2020).

3.6 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem uma grande variedade de produtos quimicos, que podem
ser divididos em metabdlitos primarios e secundarios. Metabdlitos priméarios séo
compostos produzidos por todas as plantas e diretamente envolvidos no crescimento
e desenvolvimento. Eles incluem acuUcares, aminoacidos, acidos graxos, lipidios e
nucleotideos, e as moléculas maiores sintetizadas a partir deles, como proteinas,
polissacarideos, membranas, DNA e RNA (GARCIA; CARRIL, 2011).

Em contraste, os metabdlitos secundarios (ou metabdlitos especializados) sédo
altamente especificos e desempenham papéis importantes na evolucao das plantas e
nas interacdées com os organismos. Geralmente, eles pertencem a uma das trés
principais classes moleculares: terpenos, compostos nitrogenados e compostos
fenolicos. Esses compostos sédo frequentemente associados a protecdo de plantas
contra estresses bioticos e abibticos, e sdo utilizados comercialmente pelas industrias

biofarmacéuticas, corantes e aromatizantes (RASKIN et al., 2002).

3.7 COMPOSTOS FENOLICOS

As plantas produzem uma variedade de produtos secundarios contendo grupos
fendlicos, grupos hidroxila funcionais em anéis aromaticos. Os fenois vegetais
compreendem um grupo quimicamente isomérico de aproximadamente 10.000
compostos. Alguns desses compostos sdo sollveis apenas em solventes organicos,
alguns séo acidos carboxilicos e glicosideos solUveis em agua e alguns sédo grandes
polimeros insoltveis (DE LA ROSA et al., 2019).

O fato dos compostos fendlicos possuirem uma grande diversidade quimica
permite que eles desempenhem uma variedade de func¢des nas plantas. Taninos,

lignina, flavonoides e alguns compostos fendélicos simples protegem contra herbivoros
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e patégenos. A lignina também fortalece mecanicamente as paredes celulares, e
muitos pigmentos flavonoides s&o atrativos importantes para polinizadores e
dispersores de sementes. Alguns outros compostos fenolicos simples afetam o

crescimento das plantas vizinhas e s&o, portanto, alelopaticos (OZEKER, 1999).
3.8 FLAVONOIDES

Os flavondides estdo entre os compostos fendlicos mais importantes e diversos
em produtos de origem natural. Tais compostos sdo amplamente distribuidos por todo
0 reino vegetal, e até o momento existem mais de 4.200 flavonoides conhecidos
(SIMOES et al., 2016).

Os flavonoides sé&o relativamente abundantes nos metabdlitos secundarios das
plantas e podem ser divididos em seis categorias: flavonoides, flavanonas,
isoflavonas, flavonoides, flavonoides e antocianinas(AHERNE; O’'BRIEN, 2002).

Na natureza, os flavondides podem ser encontrados em diferentes formas
estruturais. Quimicamente (Figura 4.), a maioria dos flavonoides é baseada em uma
estrutura basica com um esqueleto de 15 atomos de carbono formado por dois anéis
benzénicos, ligados por uma cadeia de trés carbonos entre eles e 0 oxigénio como
um heteroatomo (SIMOES et al., 2016).

Figura 4. Estrutura Fundamental dos Flavonoides

O

Fonte: Autor

Os flavonoides tém multiplas funcdes nas plantas. Dentre elas, podemos citar a

capacidade de proteger contra os raios UV, proteger contra insetos, fungos, virus e
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bactérias, além de proporcionar atratividade aos animais polinizadores. Além dessas
propriedades, muitos desses compostos possuem importantes propriedades
farmacologicas como antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral, antioxidante, etc.
(AGRAWAL, 2011; FLAMBO, 2013; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002;
MELLOU et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002; SIMOES et al., 2016)

3.9 TOXICIDADE

No que diz respeito as plantas medicinais, a toxicidade de seus produtos é até
subestimada, e a incidéncia de reacfes adversas geralmente € menor do que a dos
medicamentos sintéticos (FERREIRA-MACHADO et al., 2004). No entanto, 0 uso e a
pesquisa de plantas medicinais tém mostrado que algumas espécies vegetais sado
substancias potencialmente perigosas e, portanto, devem ser usadas levando em
conta os riscos toxicolégicos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O uso de espécies vegetais pelas pessoas € insuficiente para verificar sua
seguranca e eficacia, pois as instru¢cbes geralmente sdo dadas por leigos e o
envenenamento € um resultado comum (RATES, 2001). Os estudos toxicologicos de
xenobidticos visam garantir a seguranca humana de possiveis efeitos adversos e
estabelecer limites de seguranca para a aplicabilidade de novas substancias,
facilitando assim o desenvolvimento de novos medicamentos (HODGSON, 2003).

Quando se trata de produtos quimicos, a concentracdo, o tempo de residéncia
e o0 tempo de exposicdo determinam os niveis de toxicidade e seguranca. Para
garantir resultados reprodutiveis, os testes de toxicidade devem seguir protocolos
padronizados (SILVEIRA, 2007). Dependendo das caracteristicas do paciente, como
sexo, idade e estado nutricional, as preparacfes vegetais podem provocar efeitos
adversos, além de interacbes medicamentosas e/ou alimentares (BALBINO; DIAS,
2010).

Os testes toxicolégicos sao capazes de avaliar diversos parametros, como
alteracdes no peso corporal, consumo de racdo e agua e estado fisiolégico dos érgaos
por meio de avaliacbes anatomopatoldgicas, bioquimicas e hematolégicas. Além
disso, os efeitos de reproducéo também podem ser avaliados (DE MOURA REBOREDO
et al., 2007; JAHN; GUNZEL, 1997).

Os testes de toxicidade medem os efeitos letais de produtos quimicos em

animais, classificando o nivel de toxicidade com base no nimero de mortes em varias
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dosagens. Este teste permite que os cientistas determinem as dosagens ideais para
estudos de longo prazo e identifiquem quais partes do corpo podem ser afetadas por
certos produtos quimicos. Nos experimentos de toxidade aguda, a fase inicial desses
estudos, os pesquisadores geralmente administram uma dose de 2.000 mg/kg do
produto quimico nos sujeitos do teste (QUINTANS JUNIOR et al., 2011).

O modelo inclui um elemento de avaliacdo de mortalidade: cadaveres séo
inspecionados em busca de sinais de morte. Também inclui a avaliacdo de alteracbes
nos parametros organicos, bioguimicos e fisiologicos. Além disso, avaliacdes
comportamentais podem fornecer informacdes sobre questdes de seguranga em torno
de fitonutrientes ou ingredientes. Isso € feito registrando alguns sinais ou mudancas
no comportamento do animal. Também permite avaliar a toxicidade de plantas e/ou
fitoquimicos dentro de uma certa margem de seguranca (QUINTANS JUNIOR et al.,
2011). Isso tem levado a criacdo de novos modelos de pesquisa que examinam as
plantas e seus componentes com vistas a minimizar o risco de lesdes ou morte (LIMA
et al., 2011).

Ensaios de citotoxicidade tambem s&o amplamente explorados por sua
capacidade de estudar a viabilidade celular. Ensaios comumente usados para
determinar se uma substancia de interesse exibe efeitos citotoxicos diretos, um
indicador essencial para entender o mecanismo de acéo de certos genes, proteinas e
vias associadas a morte celular apos exposicdo a substancias toxicas (ROGERO et
al., 2003).

O teste de citotoxicidade € realizado pela exposicdo direta ou indireta de
culturas de células a um agente de interesse e, em seguida, verificando as alteracdes
celulares, sejam quantitativas ou qualitativas. No caso da andlise qualitativa, as
alteracdes podem ser verificadas com o auxilio da microscopia, mostrando lise celular
ou de membrana. Quando quantificado, o ensaio verifica a morte celular, proliferacao
ou comportamento diferente do comportamento celular normal (ROGERO et al.,
2003).

3.10 GENOTOXICIDADE
No teste de genotoxicidade, o produto € verificado quanto a presenca de
substancias genotoxicas que podem afetar negativamente a integridade do material

genético das células, danificando o DNA. Embora a capacidade de uma substancia de
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danificar o DNA ndo a torne automaticamente um perigo para a saude, existe a
preocupacdo de que a substancia possa ser potencialmente mutagénica e/ou
carcinogénica (SMITH, 1996).

3.10.1 Teste do Micronucleo

A inducdo de micronucleos tem sido utilizada para avaliar danos genotéxicos
guando submetidos a substancias mutagénicas e caracteriza-se como mais um
método para deteccdo de aberragBes cromossdmicas em eucariotos do tipo quebra
cromossomica (HEDDLE et al., 1991a) .

A analise de células sanguineas micronucleadas de camundongos observando
a coloracao de laminas pré-coradas com acridine Orange € uma técnica na qual as
células basais de DNA sao coloridas em amarelo e 0 RNA é colorido em vermelho.
Essa técnica permite a caracterizacdo citoplasmatica de eritrocitos jovens ricos em
RNA ribossémico (policromdécitos) e reticulécitos (vermelho), além de micronucleos
amarelos (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Além disso, esta técnica permite a avaliagdo de micronucleos no diagnostico
de doencgas do sangue e no monitoramento do potencial mutagénico e antimutagénico
de diferentes amostras (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

3.10.2 Ensaio Cometa

O ensaio do cometa € um método de genotoxicidade usado para avaliar danos
ao DNA e efeitos de reparo causados por agentes alquilantes, intercaladores e
oxidantes. Células com danos aumentados no DNA mostram migracdo aumentada de
DNA cromossdmico do nucleo para o anodo, com aparéncia de cometa (SPEIT;
HARTMANN, 1999).

O principio do método consiste em colocar uma suspenséo celular contida em
um gel de agarose em uma lamina de microscopio, que é transferida para uma solucao
eletrolitica contendo um detergente para lisar as células com o objetivo de remover o
conteudo citoplasmético e a membrana celular. Posteriormente, a lamina € imersa em
uma solucado tampao, o desenrolar das fitas de DNA ocorre por meio do rompimento
da estrutura secundaria e terciaria do nacleo e uma corrente elétrica € aplicada para

induzir a migragcdo dos fragmentos de DNA no mesmo diregdo como a corrente
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(HARTMANN et al., 2003; RIBEIRO; MARQUES; SALVADORI, 2003).

A determinacéo da extensdo do dano ao DNA é obtida por microscopia de luz,
na qual um total de cem células séo cuidadosamente analisadas e classificadas em
diferentes graus de dano, que podem variar de zero, indicando auséncia de alteragdes
morfolégicas nas células, a quatro, que Indica que a fragmentacdo do DNA esti
completa (HARTMANN et al., 2003; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

O teste do cometa pode ser considerado um método simples, rapido, sensivel
e de baixo custo, que pode ser realizado em qualquer organismo eucariético,
necessitando de amostras celulares extremamente pequenas. As principais lesdes
observadas no DNA séo aquelas associadas a quebras simples ou duplas e reparo
por excisdo, além de lesdes alcali-labeis e crosslinks. No entanto, este método so
pode ser usado como um indicador de mutagenicidade e ndo pode ser usado para
detectar mutacgdes porque o dano gendmico pode ser reparado por sistemas de reparo
intracelular (SCHERER; STROHSCHOEN, 2013) .
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacao estao apresentados na forma de artigo.

4.1 ARTIGO 1

Perfil fitoquimico e avaliacdo da citotoxicidade, toxicidade oral e

genotoxicidade no extrato aquoso de folhas de Psidium guineense Sw.

Resumo

Psidium guineense Sw. (Myrtaceae) € um arbusto ou pequena arvore, nativa da
América tropical, na medicina popular séo utilizadas no tratamento de infec¢des
e feridas, a raiz é tradicionalmente utilizada no Brasil como antidiarréico e
diurético, no entanto, a seguranca do uso ainda nao foi avaliada. Este estudo
investigou a seguranca do uso do extrato aquoso obtido das folhas de P.
guineense (EAPg) em modelos in vitro e in vivo. A citotoxicidade foi avaliada em
eritrocitos murinos, enquanto os estudos de toxicidade aguda, genotoxicidade
(ensaio do cometa) e mutagenicidade (teste do micronlcleo) foram realizados
em camundongos albinos Swiss. No ensaio de citotoxicidade, a taxa de hemdlise
indicou uma baixa capacidade da EAPg de causar lise celular (0,35% a 13%).
No estudo de toxicidade oral aguda, os animais tratados com 2.000 mg/kg do
EAPg ndo apresentaram alteracbes comportamentais e nem Obito em
camundongos durante 14 dias. N&o foi observada diferenca significativa nos
parametros hematologicos, diferente dos parametros bioquimicos do EAPg que
promoveu melhora no perfil lipidico, especialmente na reducdo das taxas de
colesterol. No teste de microndcleo e na avaliacdo genotoxica quanto o indice
de dano (ID) segundo o teste do cometa, ndo houve diferenca significativa,
entretanto na frequéncia de dano (DF) teve diferenca significativa, contudo o
grupo controle teve mais dano do que o grupo tratado com o EAPg.
Aparentemente, o extrato pode ter atividade protetora de DNA. O presente
estudo descreve que a EAPg pode ser considerada bem tolerada em exposicéo

aguda em doses de até 2.000 mg/kg.
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Introducéo

As plantas medicinais sdo uma fonte sustentavel e promissora de
tratamento para muitas doencas humanas. Atualmente sdo alvo de pesquisas
devido a sua grande diversidade quimica e biolégica e a grande variedade de
compostos com atividade biolégica (YANG et al., 2017). As principais vantagens
de seu uso sdo baixo custo, acessibilidade e geralmente menos efeitos
colaterais. Pesquisas realizadas com plantas medicinais sdo importantes para
confirmar sua seguranca e eficacia(BHATTACHARYA, 2017).

Psidium guineense Sw. (Myrtaceae) € um arbusto ou pequena arvore, de
1-6 m de altura, nativa da América tropical, do sul do México ao norte da
Argentina e Brasil (NEIRA GONZALEZ; RAMIREZ GONZALEZ; SANCHEZ
PINTO, 2005). No Brasil é chamado de "goiaba-araca" ou "araci-do-campo". A
fruta é utilizada na preparacéo de alimentos naturais ou consumida na forma de
sobremesas, bebidas, sorvetes e licores (MANICA, 2000).

Na medicina popular, as folhas jovens e frescas da P. guineense s&o
utilizadas no tratamento de infec¢bes e feridas (TENE et al.,, 2007), a raiz é
tradicionalmente utilizada no Brasil como antidiarréico e diurético e a casca é
utilizada em curtumes devido ao seu alto teor de taninos (FRANZON et al.,
2009b). Estudos etnobotanicos mencionam que € amplamente utilizada no
tratamento da doenca do TGl (ANESINI; PEREZ, 1993; LEONTI; STICHER;
HEINRICH, 2003). O efeito gastroprotetor do extrato aquoso da folha de P.
guineense foi demonstrado reduzindo a acidez gastrica e aumentando os niveis
de muco basal em camundongos .(SOUSA et al., 2016)

Dentre o género, a espécie Psidium guineense, vem demonstrando seu
potencial farmacoldgico; no entanto, a seguranca ainda é escassa. Assim, neste
estudo, o extrato aquoso das folhas de P. guineense foi submetido a testes de
seguranca biolégica envolvendo citotoxicidade, toxicidade aguda e

genotoxicidade em camundongos.

Materiais e métodos
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Material vegetal

Espécimes da Psidium guineense foi coletado no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco, Pernambuco, Brasil (08°03'39"S
34°56'59"W). A identificacdo botanica foi realizada por Tianisa Prates Boeira,
Numero do voucher: 56155 e um espécime foi depositado no PEUFR - Herbario
Professor Vasconcelos Sobrinho, pertencente ao Departamento de Biologia da

Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Preparacao do Extrato

O extrato foi preparado utilizando as folhas de Psidium guineense, que
foram lavadas em agua destilada e secas a 36 °C por 48 h, depois moidas
utilizando triturador industrial. O p6 de folhas secas foi utilizado para a
preparacao do extrato aquoso por turbo-extracao (3 ciclos de 30 s com intervalo
de 4 min) com agua destilada. A solucdo extrativa foi entdo liofilizada e obtido
um extrato seco para utilizacdo de avaliagao fitoquimica e

toxicologica.

Perfil fitoquimico

A cromatografia de camada fina (TLC) foi usada para examinar o extrato
aguoso das folhas da Espécie P. guineense quanto a presenca de alcalbides,
cumarinas, derivados do acido cindmico, flavondides, taninos,
terpenos/esterbides e aclcares. Para andlise de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) o extrato aquoso da P. guineense (25 mg) foi dissolvido em
5 mL de metanol de grau de HPLC (Tedia, Fairfield, OH, EUA) e diluido em agua
ultrapura (Purelab Classic UV, ELGA LabWater, High Wycomb) e foi conduzido
em um sistema HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) acoplado a um Detector de Matriz de Diodo (DAD). O comprimento de onda
foi definido para 270 nm para deteccdo de polifendis. A analise e o
processamento dos dados serdo realizados com o Chromeleon versdo 6

(Thermo Fisher Scientific).
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Experimentacéo in vivo

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas obtidos do
Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), pesando entre 30
e 40g, com idade entre 8 e 10 semanas. Foram mantidos sob condi¢cdes padréo
(ciclo claro/escuro de 12 horas, 22 + 2 °C e umidade de 50-55%)
apropriadamente alimentadas e com 4&gua fornecida ad libitum. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da

Universidade Federal de Pernambuco (processo niumero 106/2022).

Avaliacdo da atividade hemolitica.

A triagem toxicologica do extrato aquoso de Psidium guineense (EAPQ)
foi avaliada no ensaio de atividade hemolitica conforme descrito por Costa et al.
(2020). Resumidamente, uma puncédo cardiaca foi realizada em camundongos
machos anestesiados e, em seguida, transferida para um tubo contendo acido
etilenodiamino tetraacético (EDTA) e centrifugado a 3.000 rpm por 10 min.
Posteriormente, o pellet celular foi homogeneizado com solucéo salina até uma
concentracdo de 2% (v/v). Diferentes concentracbes de EAPg ( 3,9 — 2000
mg/mL) foram adicionadas em placas de 96 pocos e incubadas por 60 min a 28
°C. com a solucdo de eritrécitos em triplicado. Apds o periodo de incubacao,
nova centrifugacédo foi realizada nas mesmas condicbes mencionadas e o
sobrenadante foi coletado para determinacdo da hemoglobina liberada em
espectrofotometro UV/VIS (Erkin Elmer-Lambda 650) a 540 nm. Para o controle
positivo foi utilizado o Triton X.

Ensaio de Toxicidade Aguda.

Para a toxicidade aguda camundongos fémeas foram separados em dois
grupos (n = 5) e receberam via oral os seguintes tratamentos: extrato aquoso
das folhas de P. guineense (2000 mg/kg) ou NaCl 0,9% (Controle). Apés a
administracédo foi realizado o acompanhamento visual durante as primeiras 4
horas, onde foram observadas alteracbes na pele, olhos e mucosas,

sensibilidade ao som e ao toque, mobilidade e comportamento agressivo.
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Posteriormente os animais foram acompanhados diariamente durante 14 dias,
sendo acompanhado o consumo de agua, racao e o peso dos animais (OECD,
2001). No 15° dia os animais foram eutanasiados, e o sangue foi coletado da
veia cava inferior para analises dos parametros hematolégicos e bioguimicos.
Rins, figado e baco também serdo coletados para processamentos
histopatoldgicos (DE OLIVEIRA et al., 2018).

Andlise hematoldgica e bioquimica

Ao final do ensaio de toxicidade aguda, o sangue dos animais foi coletado
e 0s seguintes parametros bioquimicos foram avaliados: proteina total, albumina,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfato
alcalino, gama glutamil transferase (GGT), ureia e creatinina, utilizando kits
especificos (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) e um analisador COBAS
Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basileia, Suica). A analise hematologica
foi realizada por meio de analisador automético (Animal Blood Counter: ABC Vet,
Montpellier, Franca) e microscopia Optica; os parametros avaliados foram:
eritrocitos, hemoglobina, hematoécrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e andlise total e diferenciada de leucécitos (DE
OLIVEIRA et al., 2015).

Testes de genotoxicidade

Sangue periférico de camundongos foram coletados para o ensaio
cometa e o teste de microndcleo (MN). Dois grupos experimentais de cinco
camundongos cada foram criados usando camundongos fémeas. O grupo de
tratamento recebeu EAPg a 2000mg/kg de peso corporal por gavagem,
enquanto o grupo controle negativo (NC) recebeu 0,5 mL de &gua deionizada.
Os animais receberam cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal para torna-los inconscientes 6h (ensaio do cometa) e 24 h (MN)
apos o tratamento, e o sangue foi coletado por puncéo retro-orbitaria. Ao fim das
24 h os animais foram entdo sacrificados com altas doses de anestésicos
(cetamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg) (DOS SANTOS SOUZA et al., 2021).
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Teste do cometa

O teste do cometa foi utilizado de acordo com Tice et al. (2000)
procedimento recomendado para avaliar o dano genético as células sanguineas
nucleadas. A homogeneizacdo inicial de 15 pL de sangue com 100 pL de
agarose de baixo ponto de fuséo (0,5 por cento LM) foi seguida pelo depdsito
dessa combinacdo em laminas cobertas com agarose convencional a 0,5 por
cento. As laminas foram colocadas a 4 -C por 10 min com uma laminula sobre
elas.

As laminas foram imersas em uma solucéo de lise (2,5 M de cloreto de
sédio [NaCl], 100 mM de acido etilenodiaminotetracético [EDTA], 10 mM de Tris,
1% de Triton X-100, 10% de DMSO, pH 13) por 48 horas apd0s o resfriamento
com as laminulas removido. As laminas foram primeiro lisadas e depois
colocadas em um tampéo de eletroforese alcalina (1 M NaOH e 200 mM EDTA
sal dissédico, pH 13), onde foram deixadas por 20 min.

Em seguida, as laminas foram submetidas a eletroforese em camara
horizontal por 20 min a 300 mA e 32 V. As laminas foram fixadas por 5 min em
etanol 100% apos neutralizacdo por 15 min em tampéao Tris-HCI 0,4 M pH 7,5.
As laminas foram coradas com 30 uL de solugao de brometo de etidio (0,0002%
p/v) para tornar os nucleoides visiveis. Utilizando um filtro AlexaFluor 546 e um
microscopio fluorescente Zeiss-imager M2 com objetiva de aumento de 40x, os
estudos foram realizados. A partir da coleta de sangue, todas as operacdes
foram realizadas em ambiente iluminado. Um total de 100 nucleoides de cada
animal foram analisados para quantificar os danos no DNA.

De acordo com a porcentagem de DNA na cauda e na cabeca do cometa,
cada nucleo foi dividido em uma das cinco categorias: 0 (sem dano), 1 (dano
aparente minimo), 2 (dano médio), 3 (dano médio alto) e 4 (dano alto) (COLLINS
et al., 2008). Cada animal foi avaliado por dois fatores durante o estudo dos 100
nucleoides: o indice de danos (DI) e a frequéncia de danos (DF). Para cada
animal estudado, os valores de DF variaram de 0 a 100, enquanto os valores de
DI variaram de 0 (nenhum dano) a 400 (maior dano) (Collins et al., 2008; Sousa
Coelho et al., 2018).
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Teste do Microntcleo

No teste de micronucleo o sangue de cada animal (5 L) foi colocado em
laminas tratadas com laranja de acridina e depois cobertas com uma laminula
(HEDDLE et al., 1991). Um total de 2000 eritrocitos policromaticos (PCEs) foram
examinados em trés laminas preparadas para cada animal para confirmar a
presenca de micronudcleos. Um microscopio fluorescente (Zeiss-imager, M2) com
uma objetiva de ampliacdo de 40x e um filtro AlexaFluor 488 foi usado para o

estudo.

Analises estatisticas

O GraphPad Prism® versao 8.0 foi utilizado para analisar os dados e
expressos como valores médios com desvio padrao (£DP). O Teste T e a analise
de variancia (ANOVA) de uma via foram usados para determinar diferencas
estatisticamente significativas, e também o teste de Bonferroni ou Dunnett
(quando necessario). Os achados dos testes de dano genético (MN, DI e DF)
foram examinados por meio da comparacao do teste de Wilcoxon do grupo EAPg
e NC. Essa comparacdo foi realizada para determinar se havia ou nao diferenca
significativa entre os trés grupos (software R). O nivel de significancia
estabelecido em todos os testes foi estabelecido em P < 0,05.

Resultados e discussao

Caracterizacao quimica do extrato aquoso de folhas de Psidium guineense Sw

Ap6s a producdo do extrato aquoso, este foi submetido a triagem
fitoquimica por cromatografia em camada delgada. Foi evidenciado a presenca
de flavonoides, taninos hidrolisados, terpenos e esteroides e acucares redutores;
Por outro lado, foi ausente para derivados cinamicos, taninos condensados,
cumarinas, saponinas, antracénicos e alcaloides (Tabela 1). Dados condizentes
com o estudo de Rivero-maldonado et al. (2013), no qual a triagem quimica de
extratos aquoso de folhas desta espécie identificou compostos bioativos

fendlicos, licopeno, vitamina C e flavonoides.
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Tabela 1 — Condig6es cromatogréficas para identificacéo do perfil quimico por Cromatografia

em camada delgada

Extrato aquoso de P.

Classe de metabolito Método .
guineense
Derivados Cinamicos AICl3 -
Flavonoides AICl3 +
Taninos hidrolisaveis FeCls +
Taninos condensados Vanilina Cloridrica + A |-
Cumarinas KOH -
i - + |+

Terpenos/Esteroides klebermann Burchard

. Liebermann-Burchard + |-
Saponinas A
Antracénicos HNO;s; + A + KOH -
Aclcares Timol + H,SO4 + A +
Alcaloides Dragendorff -

Legenda: AICI3: Cloreto de aluminio a 5% em metanol; FeClI3: Cloreto férrico; A: Aquecimento;
KOH: hidroxido de potassio; HNO3: Acido nitrico; H2SO4: Acido sulfarico.

Em seguida, foi realizada uma andlise do perfil cromatogréafico do extrato

aquoso de P. guineense por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Diversos picos foram evidencias, no comprimento de 270 nm, conforme figura 1.

120

Figura 1 — Cromatograma evidenciado para a amostra em 270 nm.
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Com o uso do detector DAD foi possivel verificar que os picos cujos

espectros de varredura UV e tempo de retencdo sdo semelhantes aos padroes

de acido gélico e rutina correspondem respectivamente a presenca desses

compostos, no tr = 6.50 min com maximos em 217.1/271 nm (A) e tr = 17.55 min

com maximos em 204.8/257.3/354 nm (B), além de outros dois flavonoides (C e

D), que possuem espectro de varredura semelhantes ao de rutina (Figura 2).



Figura 2 — Espectro de varredura dos picos evidenciados na amostra
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Os flavonoides tém mudltiplas funcdes nas plantas. Dentre elas, podemos
citar a capacidade de proteger contra os raios UV, proteger contra insetos,
fungos, virus e bactérias, além de proporcionar atratividade aos animais
polinizadores. Além dessas propriedades, muitos desses compostos possuem
importantes propriedades farmacoldgicas como antitumoral, anti-inflamatoria,
(AGRAWAL, 2011; FLAMBO, 2013; HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; MELLOU et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002;

SIMOES et al., 2016). Os taninos, por exemplo, representam compostos

antiviral, antioxidante, etc.

polifenélicos heterogéneos, hidrossoliveis e de alto peso molecular,
amplamente distribuidos no reino vegetal, e atuam como defesas quimicas
contra predadores e radiagao ultravioleta em concentracdes muito distintas. Este
grupo de taninos tem aplicagcdes potenciais como prevencgao e tratamento de
incluindo cancer de pele (BHATTACHARYA,

MUKHOPADHYAY; GIRI, 2011).

varios tipos de tumores,
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Avaliacdo da toxicidade hemolitica do extrato aquoso de folhas de Psidium

guineense Sw

A atividade hemolitica do extrato das folhas de Psidium guineense Sw
induzida nos eritrocitos foi dependente da concentracdo. No entanto, nas
concentracbes testadas, extrato das folhas n&o apresentaram toxicidade
significativa para os eritrocitos. A porcentagem hemolitica do extrato variou de
0,35% a 13% nas concentragdes 3,9 a 2000 ug/mL respectivamente, indicando
a baixa capacidade de hemdlise, de acorodo com a ISO 10993-5. A porcentagem
hemolitica foi comparada com Triton-X (controle positivo), cuja hemdlise foi de
100%. A porcentagem hemolitica € usada com a finalidade de triar novos
compostos com atividades biolégicas, podendo evidenciar o potencial téxico de
substancias fornecendo informacdes da possibilidade de continuidade ou n&o
das avaliagdes (FERREIRA; DANTAS; CATAO, 2014).

Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato aquoso de folhas de Psidium

guineense Sw in vivo

Apés a avaliacdo de auséncia de efeito citotoxico em sangue periférico de
camundongos, o extrato foi submetido a avaliagéo da toxicidade oral aguda. Na
avaliacdo, durante o periodo de 14 dias observado, o EAPg na dose de 2000
mg/kg ndo causou morte ou alteracdes nos parametros hipocraticos avaliados
ou sinais clinicos que indicassem toxicidade. Outras espécies de Psidium
demonstraram baixa toxicidade no ensaio de toxicidade oral. Felipe do
Nascimento et al. (2021) descreveram que na avaliagdo de 14 dias, o extrato
hidrometandlico de P. guineense nas doses de 500 e 2000 mg/kg ndo causou
morte ou alteracdes nos parametros hipocraticos ou sinais clinicos que
indicassem toxicidade. Da mesma forma. Manekeng et al. (2019) descreve que
o tratamento em dose Unica com 5.000 mg/kg de extrato metandlico de P.
guajavaa casca nao promoveu mortalidade ou sinais de toxicidade nos animais,
determinando LD 50 acima de 5000 mg/kg.

O consumo de agua e racdo, bem como as alteracdes de peso corporal
também sao critérios indicativos de toxicidade, mesmo que ndo ocorra nenhuma

morte nos grupos durante o periodo de avaliacdo considerado (NGUEGUIM et
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al., 2015). Sob esses aspectos, 0 EAPg demonstrou seguranca no uso, pois nao
houve diferencas significativas entre os grupos tratado com veiculo e EAPg na
dose de 2.000 mg/kg durante o periodo de andlise de 14 dias. Em relacdo ao
consumo de 4gua e de racdo e ao ganho de peso corporal absoluto ndo se

observou diferenca significativa (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdo do consumo de racdo e 4gua e ganho de peso dos animais controle e

tratados com o extrato aquoso de Psidium guineense (EAPQ) per os.

Consumo de 4gua (mL) Consumo de Rac¢do (g) Ganho de Peso (g)

Controle 26,0 % 0,9 40,0 £ 4,0 2,0 £ 0,40
EAPg 24,0+ 1,7 40,0 5,1 2,0 + 0,64
(2000mg/kg)

Legenda: EAPg: Extrato aquoso de Psidium guineense. Os valores representam a média + SEM
(n = 5/grupo). *Indica diferenca significativa (p < 0,05) encontrada em compara¢cdo com o

controle.

Outros parametros incluidos na avaliacdo toxicolégica incluem a
observacdo macroscopica e 0 peso relativo de 6érgéos cujas alteragdes de
morfologia e coloragcdo podem indicar danos (NGUEGUIM et al., 2015). Na
avaliacdo macroscopica, os orgaos (figado, rim e baco) ndo apresentaram
alteracOes, e 0s pesos absolutos e relativos dos 6rgaos vitais de cada animal
nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos tratamento e controle
(Tabela 3).

Tabela 3. Avaliagdo do peso relativo dos 6rgaos de camundongos tratados com o Extrato aquoso

de Psidium guineense na concentracdo de 2.000 mg/kg.

Figado (g) Rim (g9) Baco (g9)
Controle 1575,10 + 167,72 234,30+ 4,79 153,20 + 22,80
EAPg (2000mg/kg) 1575,10 £ 164,22 230,00 + 6,26 162,50 + 10,66

Legenda: EAPg: Extrato aquoso de Psidium guineense. Os valores representam a média + SEM
(n = 5/grupo). *Indica diferenca significativa (p < 0,05) encontrada em comparagdo com o

controle.

A analise sanguinea de parametros bioquimicos e hematolégicos pode
revelar processos de dano tecidual que ainda ndo sofreram expressao

morfolégica em 6rgdos e, portanto, sdo parametros importantes para medidas
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de toxicidade aguda (DAHHAM et al., 2016). Nao foi observada diferenca
significativa nos paramentros hematologicos do EAPg (Tabela 4.), no qual o
extrato metandlico da casca de Psidium guajava em ratos altera a quantidade de
hemacias e plaquetas(MANEKENG et al., 2019); Entretando nos parametros
bioguimicos do EAPg (Tabela 5), triglicerideos; HDL; LDL; VLDL e colesterol
total, apresenta diferenca significativa, em que, exceto HDL, teve uma reducéo
em compacao com o grupo controle.

O EAPg promoveu melhora no perfil lipidico, especialmente na redugéo
das taxas de colesterol totais e de LDL, destacando um possivel efeito
antiaterosclerético (KISS et al., 2006), o que esta de acordo com 0 que aponta
Pazzinato e De Souza Cardoso (2019) que diz que outros componentes afetam
o perfil lipidico do corpo, como os fitoesterdis, importantes antioxidantes na forma
de vegetais na dieta, que cumprem uma funcédo estrutural semelhante ao
colesterol nos tecidos animais, diminuindo o colesterol sanguineo ao competir
com a absorcédo do colesterol no corpo na luz intestinal. Dentre os componentes
fendlicos, os flavonoides podem diminuir o efeito da asteroclerose por inibir a
oxidacdo do LDL e efeitos anti-inflamatorios, cardioprotetores, antioxidantes e
antitrombdéticos (PAZZINATO; DE SOUZA CARDOSO, 2019).
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Tabela 4. Parametros hematoldgicos de camundongos fémeas tratados com o extrato aquoso de Psidium guineense.

Parametros
Tratamentos
RBC HCT HB VCM HCM CHCM PLT WBC SEG LYM MON BOS EOS
Controle 5.70+0.44  38.61+3.05 14.73+x0.35 47.10+4.05 18.25+0.22 38.54+3.04 988.60+85.34 7.43+0.69 70.2145.85 24.86+0.26  3.01+0.30 0.11+0.02 1.32+0.14

Dose Unica 5.50+0.52 39.10+3.17 14.40+0.29 47.18+3.55 18.31+0.25 36.97+3.15 951.73+55.11 7.20£0.44  71.01+4.77  25.03+0.39 3.10+0.34 0.10+0.03  1.46+0.16

(2,000
mg/kg)

Legenda: RBC: glébulos vermelhos (106/mm3); HCT: Hematdcrito (%); HB: Hemoglobina (g/dL); VCM: Volume Corpuscular Médio (%); HCM: Hemoglobina corpuscular média

(%); CHCM: Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular (%); PLT: Plaguetas (103/mm3); WBC: Glébulos Brancos (103/mm3); SEG: Segmentado (%); LYM: Linfocitos

(%); MON: Mondcitos (%); BOS: basdfilo; EOS: Eosindfilo. Os valores representam a média + SEM (n=5/grupo). Nao foram encontradas diferengas significativas (p > 0,05) em

comparagdo com o controle.

Tabela 5. Parametros bioquimicos do sangue de camundongos tratados com o extrato aquoso de Psidium guineense.

Paréametros
Tratamentos
ALB ALT AST ALP BIL GGT PT UR CRE CT TG HDL-c LDL-c VLDL

Controle 31.70+£3.13 49.72+3.19 66.15+4.13 13.53+0.52 0.32+0.14 14.06+x0.33 75.19+5.43 0.32+0.05 4.13+0.44 79.55#4.25 95.70+5.16 37.12+3.15 30.64%+2.84 15.24+1.12
Dose Unica
(2,000 33.12+3.45 47.58+3.75 64.45+4.61 13.89+0.42 0.38+0.09 14.24+0.41 76.14+5.31 0.37+0.07 4.25+0.38 70.29%+4.01* 80.33+5.04* 45.12+3.31* 25.14+2.33* 13.44+1.18*
mg/kg)

Legenda: ALB: albumina (g/dL); ALT: alanina aminotransferase (U/L); AST: aspartato aminotransferase (U/L); ALP: fosfatase alcalina (U/L); BIL: bilirrubina (mg/dL); GGT: gama-
glutamil transferase; PT: proteina total (g/dL); UR: uréia sanguinea (mg/dL); CRE: creatinina (mg/dL); CT: colesterol total (mg/dL) TG: triglicerideos (mg/dL); HDL: lipoproteina
de alta densidade-colesterol; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade-colesterol; VLDL: Colesterol de densidade muito baixa. Os valores representam a média + SEM (n=5/grupo).

Diferencas significativas (p < 0,05) foram encontradas em comparag&do com o controle.
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Avaliacédo da genotoxicidade do extrato aguoso de folhas de Psidium guineense Sw

in vivo

Na avaliacdo genotoxica de células nucleadas do sangue entre o grupo CN e 0
grupo tratado com o EAPg (B) na dose de 2000 mg/kg, tanto o teste de micronucleo
(mutagenicidade), quanto o indice de dano (ID) segundo o teste do cometa, ndo houve
diferenca significativa, resultado semelhante ao descrito por Costa et al., (2023) com
P. glaziovianum. Entretanto na frequéncia de dano (DF) teve diferenca significativa,
contudo perceba que o grupo CN teve mais dano do que o grupo tratado com o0 EAPG
(B). Aparentemente, o extrato pode ter alguma atividade protetora do DNA,
necessitando assim de mais estudo (Figura 3.). De Oliveira Silva et al., (2020) também
relatou que o extrato metandlico de Psidium guineense induz baixa genotoxicidade

em células da mucosa oral.

Figura 3 . Resultados dos testes de micronucleos e ensaio do cometa no grupo controle e no grupo

tratado com Extrato Aquoso de Psidium guineense (EAPg) na concentracao de 2.000 mg/kg.
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Legenda: PCE: eritrécitos policromaticos; CN: controle negativo; B: Extrato aquoso de Psidium
guineense (EAPQ) na concentragdo de 2.000 mg/kg. As estrelas representam os meios; Os valores de

p sdo mostrados em barras apenas quando a comparacao foi estatisticamente significativa (p < 0,05).

Esses resultados apresentados validam a ideia de que o EAPg na
concentracdo de 2000 mg/kg é seguro para uso, o que significa que tal composto pode
ser explorado para possiveis aplicacdes farmacoldgicas. No entanto, mais estudos
cronicos devem ser realizados para comprovar a baixa toxicidade referente a produtos

isolados da espécie P. guineense.
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Conclusao

O extrato aquoso de P. guineense ndo promoveu efeitos toxicos em células
sanguineas de camundongos. Adicionalmente, o tratamento oral com EAPg
demonstrou baixa toxicidade aguda, pois ndo promoveu morte ou alteracdo dos
parametros Hematologicos. No entanto, uma reducdo do colesterol total e de LDL,
podem indicar um possivel efeito antilipémico. No ensaio cometa a frequéncia de dano
(DF) teve diferenca significativa, contudo o grupo controle obteve maior dano em
comparagdo ao grupo tratado com EAPg. A luz desses achados, é possivel que o
EAPg, pelo menos dentro da faixa de dosagem utilizada na presente investigacao, &
seguro para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos tradicionais e fitoterapicos.
No entanto, estudos futuros de toxicidade em doses repetidas séo essenciais para

investigar possivel efeito cumulativo do tratamento com P. guineense.
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5 CONCLUSOES

e Foi demonstrada a presenca de flavonoides, taninos hidrolisados, terpenos e
esteroides e acucares redutores no extrato aquoso de folhas de Psidium guineense
Sw (EAPQ);

e O ensaio de citotoxicidade revelaram a baixa capacidade do EAPg em causar lise
celular com uma taxa de hemalise variando de 0,35% a 13%;

¢ Na avaliacdo da toxicidade oral aguda em camundongos, henhum camundongo
apresentou quaisquer alteracbes comportamentais ou morreu durante os 14 dias
apos a administracao de 2.000 mg/kg de EAPg. Os parametros hematolégicos nao
apresentaram diferencas significativas, no entanto, a EAPg promoveu melhorias
nos perfis lipidicos, indicadas por reducdes nas taxas de colesterol em parametros
bioquimicos;

e Nao houve diferenca significativa no teste de micronucleo e indice de dano (DI)
para avaliacdo de genotoxicidade. No entanto, em relacéo a frequéncia de dano
(DF), houve diferenca significativa, com o grupo controle apresentando mais dano
do que o grupo tratado com EAPg. Os extratos podem exibir atividade protetora do
DNA.

e O EAPg provou ser bem tolerado em doses de até 2.000 mg/kg, conforme

detalhado na pesquisa atual.
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6 SUMULA CURRICULAR

SILVA, PALOMA MARIA DA ; ROCHA, LUIZ PAULO BEZERRA DA ; ARRUDA,
LARISSA GOMES DE ; SILVA, BRUNO VINICIUS SOUZA DA ; SILVA,
THIAGO FELIX DA ; COSTA, WENDEO KENNEDY ; OLIVEIRA, WESLLEY
FELIX DE ; SILVA, VALQUIRIA BRUNA GUIMARAES ; SILVA, MARCIA
VANUSA DA ; CORREIA, MARIA TEREZA DOS SANTOS . Natural products
from the Brazilian Caatinga as a sustainable source of phytocosmetics: a
review. RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT, v. 11, p.
167111736940, 2022

SILVA, B. V. S. SILVA, T. F. . PLANTAS ALIMENTICIAS NAO
CONVENCIONAIS E SUAS PROPRIEDADES MEDICINAIS: UMA REVISAO
DE MOMORDICA CHARANTIA, NOPALEA COCHENILLIFERA E PROSOPIS
JULIFLORA. In: Wéndeo Kennedy Costa, Alisson Macario de Oliveira. (Org.).
Plantas medicinais e fitoterdpicos.. 1.2ed.Campo Grande: Editora Inovar,, 2022,
v. 001, p. 116-132.
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ANEXO A -

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
Fones: 2126 8842
ceua@ufpe.br

///h\

Oficio n® 102/22

Recife, 21 de dezembro de 2022

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Prof. Marcia Vanusa da Silva -
Departamento de Bioquimica
Processo n2106/2022

Certificamos que a proposta intitulada ‘“Caracterizacdo quimica,
avaliacdo das toxicidades aguda e subaguda e atividade antidiabética do
extrato aquoso de Psidium guineenseSw.” Registrado com o n®106/2022
sob a responsabilidade da Prof. Marcia Vanusa da Silva Que envolve a
produgdo, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
(UFPE), em reuniao de 06/12/2022

CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao 20/12/2022 a 31/08/2023
Espécie/linhagem/raca Camundongos heterogénicos

N¢ de animais 85 animais

Peso/ldade 30 a 40 g/ 60 dias

Sexo (50 machos; 35 fémeas)

Origem: Biotério de Criagao Laboratério de Imunopatologia Keizo

Asami (LIKA) UFPE

Destino: Biotério de Experimentagao Laboratério de  Experimentagao
Animal  do Departamento  de

Bioquimica da UFPE.

Atenciosamente
2
49

Fruf. Sebasiiao R, 7, Sitv
ﬁ Fresidente CEUAUFPE
SIAPE 2345691

2

UFPE
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