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INFUSO DAS FOLHAS DA GUAVIRA (Campomanesia pubescens (D.C.)
0. Berg): ESTUDO FITOQUIMICO, TOXICIDADE PRE-CLINICA E
EFEITOS BIOLOGICOS em ratos WISTAR

RESUMO
As plantas continuam sendo uma importante fonte de compostos bioativos e seu estudo requer
uma abordagem multidisciplinar que combina técnicas etnobotanicas, fitoquimicas e
biologicas para identificar novos compostos com fins terapéuticos. Popularmente conhecida
como guavira, a Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg ¢ uma planta frutifera, simbolo do
Mato Grosso do Sul, que tem se mostrado promissora quanto as propriedades terapéuticas e
efeitos bioldgicos, reportados pelo uso etnofarmacolédgico e identificados por estudos, como
flavononas e chalconas, entre elas 2',4'-dihidroxi-3',5'-dimetil-6' metoxicalcona. Contudo, na
literatura ndo foram encontrados estudos relativos a sua toxicidade e efeitos biologicos (renais
e anti-hiperglicemiantes). Desta forma, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo
fitoquimico, avaliagdo de toxicidade, mutagenicidade e os efeitos bioldgicos do infuso das
folhas de C. pubescens. Para o teste de toxicidade aguda, 10 ratos Wistar fémeas receberam
uma dose tnica de 2000 mg/kg de peso corporal do cha de C. pubescens por gavagem e foram
observados durante 14 dias. Para toxicidade subaguda, machos e fémeas Wistar receberam
doses repetidas de 15, 40 e 250 mg/kg de peso corporal do cha de C. pubescens por via oral,
sendo tratados e observados durante 28 dias e, apds esse periodo de tratamento, um grupo
satélite e controle satélite permaneceram em observacao por mais 14 dias. Para verificar os
efeitos renais os mesmos ratos machos usados no ensaio de toxicidade subaguda foram
avaliados no dia zero e no 28° dia de experimento. Os resultados foram avaliados por analise
variancia multivariada permutacional (Permanova). Quando constatada diferenca significativa
entre os grupos foi utilizado escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) e andlise
de componentes principais (PCA), seguido do teste de Bonferroni. No ensaio de toxicidade
aguda, a DLs, foi estimada como maior do que 2000 mg/kg. Na toxicidade a longo prazo, as
doses testadas ndo produziram alteracdes significativas nos parametros fisioldgicos,
comportamentais, hematoldgicos ou histopatologicos nos animais. Portanto, ndo exibiu
toxicidade aguda, subaguda, sendo classificada como grau V, ou seja, apresenta baixo risco de
toxicidade. O cha teve efeito renal com aumento do volume urindrio relativo do dia 0 para o

dia 28. Entretanto, ndo se constataram efeitos anti-hiperglicémicos. O perfil fitoquimico do



cha de C. pubescens indicou altos teores de flavonoides, atividade antibacteriana (MIC) e
antioxidante. Recomenda-se que novos estudos do cha das folhas de C. pubescens sejam
realizados para elucidar o mecanismo de acdo nos efeitos renais e verificar a toxicidade em

doses repetidas com exposi¢do prolongada maior que 28 dias.

Palavras-chave: Myrtaceae. Gabiroba. Toxicogenética. Anti-hiperglicémicos.



GUAVIRA LEAF INFUSION (Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg):
PHYTOCHEMICAL STUDY, PRE-CLINICAL TOXICITY AND
BIOLOGICAL EFFECTS in WISTAR rats

ABSTRACT

Plants continue to be an essential source of bioactive compounds, and their study requires a
multidisciplinary approach that combines ethnobotanical, phytochemical, and biological
techniques to identify new compounds with therapeutic purposes. Popularly known as
guavira, Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg is a fruit plant, the symbol of Mato Grosso
do Sul, which has shown promise in terms of therapeutic properties and biological effects,
reported by ethnopharmacological use and identified by studies as flavonones and chalcones,
including 2',4'-dihydroxy-3',5'-dimethyl-6' methoxyalcone. However, no studies were found in
the literature regarding its toxicity and biological effects (renal and antihyperglycemic
agents). Thus, this work aimed to carry out a phytochemical study, assessment of toxicity,
mutagenicity, and biological effects of the infusion of leaves of C. pubescens. For the acute
toxicity test, 10 female Wistar rats received a single dose of 2000 mg/kg body weight of C.
pubescens tea by gavage and were observed for 14 days. For subacute toxicity, male and
female Wistar received repeated doses of 15, 40 and 250 mg/kg of body weight of C.
pubescens tea orally, being treated and observed for 28 days and, after this period of
treatment, a group satellite and satellite control remained under observation for another 14
days. To verify the renal effects, the same male rats used in the subacute toxicity test were
evaluated on day zero and on the 28th day of the experiment. Results were evaluated by
permutational multivariate analysis of variance (Permanova). When a significant difference
was found between the groups, non-metric multidimensional scaling (nMDS) and principal
component analysis (PCA) were used, followed by the Bonferroni test. In the acute toxicity
assay, the LD50 was estimated to be greater than 2000 mg/kg. In long-term toxicity, the doses
tested did not produce significant changes in physiological, behavioral, hematological or
histopathological parameters in the animals. Therefore, it did not exhibit acute and subacute
toxicity, being classified as grade V, that is, it presents a low risk of toxicity. The tea had a
renal effect with increased relative urinary volume from day 0 to day 28. However, no

antihyperglycemic effects were observed. The phytochemical profile of C. pubescens tea



indicated high levels of flavonoids, antibacterial (MIC), and antioxidant activity. It is
recommended that new studies of tea from the leaves of C. pubescens be carried out to
elucidate the mechanism of action on the renal effects and verify the toxicity in repeated

doses with prolonged exposure greater than 28 days.

Keywords: Myrtaceae. Gabiroba. Toxicogenetics. Antihyperglycemic.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas no tratamento das enfermidades que acometem a espécie
humana remonta a idade antiga (CALIXTO, 2005; KOEHN ¢ CARTER, 2007). Certamente,
as terapias em uso, composta por medicamentos, com agdes especificas sobre receptores,
enzimas e canais idnicos, ndo teriam atingido o grau de desenvolvimento se ndo fosse o
auxilio dos produtos naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores
(CALIXTO, 2005; EKOR, 2014).

A procura por principios ativos em plantas nativas vem crescendo, em fun¢do de suas
acdes terapéuticas observadas, na forma de chas ou outros. O Estado do Mato Grosso do Sul,
Brasil, apresenta grande diversidade de plantas nativas e, entre elas, as espécies do género
Campomanesia, popularmente conhecidas como guaviras. A medida que o consumo global de
extratos vegetais aumenta, também surgem preocupacgdes em relagdo a seguranga do uso
destes produtos. Muitas plantas consumidas pela populacdo, embora tenham potencial
bioldgico promissor, ndo foram avaliadas quanto a seus possiveis efeitos adversos e toxicos
(RAYNOR et al., 2011; MELO-REIS et al., 2011; REGNER et al., 2011; SHIN et al., 2011;
GUERRERO et al., 2010).

O género Campomanesia pertence a familia Myrtaceae (VALLILO et al, 2008
SILVA e FONSECA, 2016), em afluéncia no Cerrado brasileiro, sendo muito utilizadas in
natura ¢ em doces, bebidas, aromatizantes e sorvetes (SANGALLI et al., 2002; MACHATE
et al, 2020). Estudos demonstraram que as folhas da espécie Campomanesia pubescens (D.C.)
O. Berg (guavira), colhidas em areas nativas de Mato Grosso do Sul (MS), apresentaram
efeito anti-inflamatério devido a redug¢do dos mondcitos circulantes (GUERRERO et al.,
2010) e efeito antioxidante frente ao método do B-caroteno/acido linoleico (CARDOSO et al.,
2009) e do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011;
COELHO et al., 2023).

As espécies do género apresentam biotividades comprovadas pelo uso popular. Sobre
a C. xanthocarpa, o extrato hidroetanolico (folhas) apresentou atividade antiulcerogénica
(MARKMAN et al., 2004); atividade antibacteriana foi verificada na fragao hexanica (folhas)
e atividade antifungica foi observada na fracdo aquosa (folhas e flores) (S4 et al. 2018); o
extrato etanolico (frutos) demonstrou atividade antidiarreica (SOUZA-MOREIRA et al.,
2011); atividade hipolipidémica e antiplaquetdria foi observada no infuso das folhas
(KLAFKE et al., 2012) e o extrato aquoso das folhas mostraram atividade antiviral para o

herpesvirus (PADILLA, et al., 2018).
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Na C. adamantium foi testada a atividade antioxidante no o6leo essencial (folhas)
(COUTINHO et al., 2008) e em extratos hexanicos (frutos) por Cardoso et al. (2010). Coelho
et al. (2023) testaram o infuso das folhas e todos os extratos demonstraram potente acdo
antioxidante. Pavan et al. (2009), usando o extrato de acetato de etila (frutos), verificaram a
atividade anti-Mycobacterium tuberculosis. Cardoso et al. (2013) e Pascoal et al. (2014)
verificaram a atividade antiproliferativa utilizando extratos de frutos e folhas e os mesmos
apresentaram redu¢do do indice mitotico. Também a atividade antihiperalgésica do extrato
proveniente da casca dos frutos foi verificada e demonstrou efeito promissor (SOUZA et al.,
2014).

Sobre a C. guazumifolia foram realizados estudos para verificar a atividade anti-
inflamatoria no extrato aquoso das folhas (CATELAN et al.,, 2018) e ansiolitica e
antidepressiva no extrato hidroetandlico dos frutos (FERREIRA et al., 2013; SOUZA et al.,
2017). No extrato diclorometano (polpa e casca dos frutos) foi demonstrada atividade
antiproliferativa em células de melanoma (LIMA e SILVA et al., 2018). O extrato metandlico
(frutos) reduziu a agregacdo plaquetdria e a inibicdo da cicloxigenase (LESCANO et al.,
2018). O extrato etanolico e o 6leo essencial das folhas tiveram acdo anti-inflamatdria de
acordo com Lorenconi et al. (2020). E, a espécie C. Reitziana, apresentou atividade anti-
nociceptiva quando testado o extrato metandlico dos frutos (NESELLO et al., 2016). Biavati
et al. (2004) estudando o extrato aquoso de C. xanthocarpa verificaram que o mesmo teve um
efeito anti-hiperglicémico significativo apds quatro semanas de tratamento.

Diversos extratos a base de plantas medicinais exercem suas propriedades
antilitogénicas alterando a composicao idnica da urina, diminuindo a concentracdo de ions de
calcio ou aumentando a excre¢do de magnésio e magnésio e citrato. Essas substincias
também podem expressar atividade diurética ou conter saponinas que podem desagregar
suspensoes de mucoproteinas, que podem promover o processo de cristalizagao (AJEBLI et
al., 2020; EMILIANI et al., 2021; MORENO et al., 2021). Da mesma forma, o uso de
medicamentos para controle glicémico sdo precursores de inumeros efeitos colaterais
adversos, resultando em uma demanda crescente por medidas seguras e pelo custo das
mesmas (WIDYAWATI et al., 2019). (RASOULI et al.,, 2020). Biavati et al. (2004)
estudando o extrato aquoso de C. xanthocarpa verificou que o mesmo ndo alterou
significativamente os niveis lipidicos nos grupos tratados mas teve um efeito anti-
hiperglicémico significativo apds quatro semanas de tratamento. Logo, o uso das plantas que
apresentem fitoconstituintes que mostrem atividades anti-hiperglicémica devem ser
explorados e os mecanismos de controle glicémico, elucidados (RASOULI et al., 2020). Até

0 momento nio ha relatos na literatura
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sobre os efeitos biologicos (renais e anti-hiperglicémicos) da Campomanesia pubescens
(D.C.) O. Berg.

Alguns estudos com o género Campomanesia, apesar de ndo mostrarem sinais de
toxicidade pré-clinica, (VISCARDI et al., 2017, AMARAL et al., 2019) apresentaram
indicativos de genotoxicidade, demonstrado pela ocorréncia de apoptose celular e
mutagenicidade, pela presenca de micronticleos (MARTELLO et al.,, 2016) bem como
altera¢des cromossomicas em células de Allium cepa (CATELAN et al, 2018).

As plantas continuam sendo uma importante fonte de compostos bioativos e envolvem
uma abordagem multidisciplinar que combina técnicas etnobotanicas, fitoquimicas e
biologicas para fornecer novos compostos quimicos. Desta forma, a Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude, através da Politica Nacional de Plantas Medicinas e
Fitoterapicos (BRASIL, 2006), determina que os ensaios pré-clinicos sdo fundamentais para o
desenvolvimento de fitoterapicos. A partir desses ensaios ¢ possivel avaliar os niveis de
toxicidade e efeitos adversos associados ao consumo de qualquer substincia (SILVA et al.,
2012).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade pré-clinica, os efeitos
diuréticos e anti-hiperglicemiante do infuso das folhas de Campomanesia pubencens em ratos
Wistar, baseado nas normativas da Food and Drugs Administration (FDA), Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD) e Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae possui grande valor econdmico visto que seus frutos sdo
normalmente consumidos in natura ou na forma de sumos, licores, gelados, geleias compotas
e este consumo aumenta quando os efeitos nutricionais e terapéuticos estdo presentes. E uma
das mais importantes relacionadas com espécies frutiferas e bem estabelecida como uma
arvore frutifera (LORENZI, 2008). Com 130 géneros e cerca de 5.800 espécies distribuidas
nas zonas tropicais e subtropicais do Hemisfério Sul. No Brasil, abrange mais de 100 espécies
de fruta nativa de Norte a Sul do pais (GIACOMETTI, 1992; DONADIO, 1992; MATTOS,
1992), entre arbustos e arvores a Myrtaceae ¢ considerada uma das maiores familias da flora
brasileira. Apresentam folhas simples com glandulas oleiferas, flores polistémones, ovario
mediano a infero, floema interno e ornamentos através de pontuagdes que seguem nos vasos
do xilema (GOMES et al., 2009).

A grande procura pelos frutos de Myrtaceae esta relacionada geralmente & composicao
quimica, potencial terapéutico e nutricional da familia, o que influéncia diretamente nas
questdes econdmicas relacionadas ao consumo e possibilidades de comercializagao
(KUSKOSKI et al., 2006; ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011).

As espécies do género Campomanesia, pertencentes a Myrtaceae, sdo amplamente
encontradas na regido central do Brasil, no Uruguai, Paraguai e Argentina. No Mato Grosso
do Sul a C. adamantium é muito utilizada in natura e na forma de doces, sorvetes, refrescos,
licores e, muitas vezes, como flavorizantes em destilados alcoolicos (VALLILO et al., 2008).

Entre as Myrtaceae brasileiras ha espécies de importancia medicinal cujas atividades
biologicas incluem: efeito antioxidante (Eugenia caryophyllata, Eugenia involucrata, C.
pubescens, Campomanesia xanthocarpa, Psidium cattleyanum) (CARDOSO et al., 2008;
MARIN et al., 2008; MADALOSSO et al., 2011; ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011;
atividade, antimicrobiana (Eugenia jambolana, Syzygium aromaticum) (JASMINE et al.,
2010; MACHADO, 2010); efeito hipoglicemiante (Campomanesia xanthocarpa, Eugenia
jambolana) (BIAVATTI et al., 2004; KUMAR et al., 2010); atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva  (Eugenia  discifera, Eugenia candolleana) (MARIDASS, 2008;
GUIMARAES et al, 2009); atividade imunomodulatéria (Campomanesia pubescens,
Syzygium aromaticum) (CARRASCO, 2009; GUERRERO et al., 2010) e hepatoprotetora
(Eugenia jambolana) (SISODIA e BHATNAGAR, 2009).
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Tabela 1. Classificagdo taxondmica da espécie Campomanesia pubescens.

Classe Magnoliopsida

Ordem Myrtales

Familia Myrtaceae

Género Campomanesia

Espécie Campomanesia pubencens O. Berg.

Fonte: Autora (2023).

2.2 O género Campomanesia e a espécie Campomanesia pubescens

O interesse nas plantas esta sempre circundando os aspectos de sua composicao
quimica pois desta forma se determinam muitas bioatividades.

O género Campomanesia (Myrtaceae) ¢ tipico do Cerrado e tem sido estudado por
varios autores devido suas propriedades anti-inflamatérias (SILVA et al.,, 2016a) e
antioxidantes (ABE et al., 2014), potencial inseticida (antibiose com insetos), substancias
quimicas, tais como flavonoides, taninos e saponinas que sao alvos de interesse em produtos
naturais (MARKMAN, 2002). Contendo cerca de 45 taxons o género Campomanesia se
encontra distribuido predominantemente em areas de florestas tropicais e vegetagao de savana
(LANDRUM, 1986; GOVAERTS et al. 2008). Na flora brasileira sao conhecidas 39 espécies.
Dessas, 29 sao consideradas endémicas (SOBRAL et al, 2015).

Os frutos das Campomanesias, simbolo de Mato Grosso do Sul conforme Lei n. 5.082
de 11/07/2017 (SANTOS et al, 2019), possuem grande importancia para o equilibrio da fauna,
por ser consumida por um grande nimero de passaros, pequenos mamiferos, peixes e répteis.
Entre os meses de agosto e dezembro ocorre a floracdo e maturacdo dos frutos. O género
possui frutos arredondados, sua coloracdo tem uma variacdo de verde-escuro/claro até
amarelo e tém aroma adocicado e agradadvel (VALLILO et al., 2006).

No Mato Grosso do Sul a Campomanesia pubescens ¢ popularmente conhecida com
guavira ou gabiroba, sendo um arbusto que mede de 1 a 2 metros de altura (Figura 1). Com
caule piloso, folhas oblongas, flores isoladas, brancas, sépalas agudas (PEIXOTO et al., 2005;
LORENZI et al., 2006). Diferente das demais espécies arbustivas de gabirobeiras ela tem
pedinculos densamente pubescentes, mais alongados que o broto floral. Além disso, possuem
folhas imaturas por ocasido da antese, ou seja, no momento da abertura dos botdes florais,

coridceas quando maduras e pubescentes na face anterior (LORENZI; SOUZA, 2008).
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Figura 1. Imagem ilustrativa da Campomanesia pubescens.

A: Folhas e B: Flores de Campomanesia pubescens.
Fonte: Imagens cedidas pelo Dr. Marcelo Kuhlmann.

Estudos demonstraram que as folhas da Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg
(guavira) (Tabela 1), colhidas em areas nativas de Mato Grosso do Sul (MS), apresentaram
efeito anti-inflamatério devido a redugdo dos mondcitos circulantes (GUERRERO et al.,
2010) e efeito antioxidante frente ao método do B-caroteno/acido linoleico (CARDOSO et al.,
2008) e do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011).

2.3 Composicao quimica e atividades biologicas do género Campomanesia

As plantas s3o fontes vivas de imensa variedade de metabdlitos secundarios
(NEWMAN e CREAGG, 2020), esses por sua vez formam a base de muitos medicamentos e
fitoterapicos. Os diferentes constituintes quimicos das plantas medicinais possuem atividades
biologicas que podem melhorar a saude humana (SANCHITA e SHARMA, 2018).

Diversas espécies tém importancia significativa na utilizacdo de partes (raiz, caule,
folhas, flores, frutos e sementes) (YANQUN et al., 2020). Os metabdlitos secundarios sao
classificados de acordo com sua rota biossintética de diversos grupos quimicos especificos
(HODEK et al., 2002).

Nas diferentes espécies do género Campomanesia, os metabolicos comumente
encontrados sdo as champanonas, os terpenos, os flavonoides, os taninos e as saponinas. Os
flavonoides possuem propriedade antioxidante e farmacologicas e que tem sido alvo de
interesse de muitos pesquisadores, devido as evidéncias de que essas substincias afetam
fungdes bioldgicas como a permeabilidade capilar, processos envolvidos na resposta
inflamatoria, atividade de enzimas, receptores ou carreadores (NOROOZI et al., 1998; MOTA
et al., 2009).
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As folhas e cascas do caule da Campomanesia possuem propriedades que ajudam no
combate a diarreia, a febre e a doencas urinarias e diarreia (ALICE et al., 1995;
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Demonstrou-se que o extrato hexanico teve alta atividade antioxidante, conforme o
método B-caroteno/acido linoleico (que reage com amostras ndo-polares) (CARDOSO et al.,
2008) e baixa atividade antioxidante, pelo método do a-diphenyl-B-picrylhydrazyl (DPPH)
(que reage com amostras polares). Os extratos etandlicos das folhas de Campomanesia
pubescens apresentaram atividade antioxidante (CHANG et al., 2011) o que torna esta planta
ainda mais promissora no ambito da ciéncia farmacéutica.

Em teste de investigacdo quimica com extratos hexanico e acetato de etila dos frutos
de C. pubescens, a avaliacdo da atividade antioxidante, os teores de substancias fenoélicas e a

avaliagdo do efeito antiproliferativo foram promissores (CARDOSO et al., 2013).

Quadro 1 — Substancias/classes quimicas identificadas e/ou isoladas e atividades biologicas

de espécies do género Campomanesia

Espécie Substancias Material Atividade biologica Autor/ano
identificadas vegetal
e/ou isoladas

Campomanesia | Flavonoides, | Extrato aquoso Atividade MOURA-
eugenioides triterpenos e das folhas antimicrobiana COSTA etal.,
taninos 2012.
Campomanesia | biciclogermacren | Oleo essencial | Potencial antioxidante| SANTOS et
guazumifolia | o (15%), globulol da folha e antimicrobiano al., 2019.
(5%) e

espatulenol (5%)
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Campomanesia | Trés flavonoides Infusdo de Anti-inflamatério, | CATELAN et
guazumifolia glicosilados e folhas antiedematogénico, al., 2018.
ciclo- atividade
hexanocarboxilic antinociceptiva e
0 baixa toxicidade.
Campomanesia | Cariofileno, o- Extrato da Antidiabético e REGGINATO
xanthocarpa Eudesmol, semente hipolipidico et al., 2020.
Guaiol, a- (extracao
Selinene, [3- SCCO2
cadinene
Campomanesia |  f-cariofileno Extrato da Anti-inflamatério | PETRY et al.,
xanthocarpa semente 2021.
(extracao
SCCO2
Campomanesia |  Flavonoides, Folhas Efeitos anti- MARKMAN
xanthocarpa saponinas e ulcerogénicos et al., 2004.
taninos.
Campomanesia | p-cariofileno, y- Extrato de Antidepressivo ANZOLLIN et
xanthocarpa cadineno, sementes al., 2022.
acadinol, (SCCO2)
viridiflorol, a-
gurjunene
Campomanesia Flavonoides Extrato das | Atividade hipotensiva| MORAIS et
xanthocarpa glicosilados, folhas al., 2020.
proantocianidinas
e flavano-3-ols
Campomanesia | Hidrocarbonetos | Oleo essencial | Anti-leishmaniose | FERREIRA et
xanthocarpa sesquiterpeno da folha al., 2021.
Campomanesia | Flavonoides, | Extrato do fruto Atividade SOUZA-
xanthocarpa saponinas e antiadiarreica MOREIRA et
taninos e antibidtica al., 2011.
Campomanesia |  Flavonoides, Extrato Agente gastroprotetor | MADALOSS
lineatifolia taninos, etanodlico das e efeito Oetal., 2012.
Ruiz e Pav. Catequina e folhas antiulcerogénico
quercitrina
Campomanesia | Derivados do Extrato Acdes terapéuticas DONADO-
phaea acido galico, polifendlico atenuando a PESTANA et
derivados do resisténcia a insulina al., 2020.
acido elagico e a esteatose hepatica
Campomanesia Oxido de Extragdo dos Ac¢a0 no sistema WCZASSEK
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phaea cariofileno, beta- frutos com nervoso central: etal., 2019.
cariofileno, beta- | agua/etanol | grooming e atividade
selineno e alfa- cardiovascular
cadinol
Campomanesia Dimetil- Extrato Efeitos NESELLO et
reitziana cardamonina | metanolico dos antinociceptivos al., 2020.
frutos
Campomanesia Chalconas, Fruto Gastroprotetora CURY et al.,
reitziana D. dimetil 2022.
Legrand cardamonina
Campomanesia | Flavonoides, | Extrato aquoso Potencial toxico ARAUIJO et
velutina taninos e das folhas agudo e subagudo al., 2017.
compostos para o sistema
fenolicos hematopoiético
Campomanesia Flavonoides Extrato aquoso | Anti-inflamatoria e FERREIRA
adamantium isolados e extrato etil- antinociceptivo etal., 2013.
acetato de
folhas
Campomanesia Casca: limoneno, | Cascae polpa | Anti-inflamatériae | VISCARDI,
adamantium thujopseno microencapsu- antidepressiva 2017
B-pineno lada
Polpa:
flavononas e
chalconas
Campomanesia Chalconas, Extrato Atividades MARTELLO
adamantium flavonoides e hidroetanolico mutagénicas et al., 2016.
compostos das folhas antimutagénica,
fendlicos fagocitarias
esplénicas, e
apoptdticas
Campomanesia | Acidos galico e | Extrato aquoso | Efeitos antioxidantes | DE TOLEDO
adamantium elagico da raiz e anti- ESPINDOLA
hiperlipidémicos et al., 2016.
Campomanesia p-cimeno Oleo essencial | Efeito bacteriostatico | PACHECO et
aurea (8,33%), a- das folhas e atividade al., 2020.
cadinol antibiofilme
(10,72%),
Terpinoleno

(3,43%)
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Campomanesia Chalconas Frutos inteiros e Atividades CARDOSO et
pubescens frescos antiproliferativa al., 2013.
e baixa atividade
antioxidante
Campomanesia | Flavonoides e Extrato Efeito antidepressivo VILLAS
pubescens compostos etanolico dos | e ansiolitico do SNC | BOAS et al.,
polifendlicos frutos 2020.

Fonte: A autora (2023).

2.3.1 Composi¢cao quimica do cha de Campomanesia pubescens

As folhas de Campomanesia pubescens foram coletadas em Dourados-MS. A exsicata
estd depositada no Herbério da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), sob o
namero 839. A coleta foi registrada no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e
Conhecimentos Tradicionais Associados do governo brasileiro sob codigo A055721.

As folhas foram secas em estufa de circulagdo de ar a 37 &+ 2°C, ¢ moidas em moinho
tipo Willey (Marconi) com uma peneira de malha 10. Logo depois, as mesmas foram
armazenadas, identificadas para posterior preparo do infuso. A infusdo das folhas das foi
obtida pelo método descrito por Catelan et al. (2018), em que folhas na propor¢do de 20 g/L
permaneceram em contato com agua previamente aquecida a 95-100 °C, por 20 min em um
recipiente fechado e depois mais 10 minutos com recipiente aberto. Apds o término do
periodo de contato, a infusdo das folhas foi filtrada, liofilizada (Alpha 1-2LD Plus,
equipamento Christ e parametros de vacuo de 0,045 mbr e temperatura de -42 °C) e
armazenada em frasco hermeticamente fechado e mantido a temperatura de -20°C. O
rendimento foi calculado pela razdo entre a planta seca e o extrato liofilizado.

A amostra de extrato foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL para os testes de
compostos fenolicos, flavonoides, taninos e saponinas. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

2.3.1.1 Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)

A andlise foi realizada em um Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempenho
Prominence® HPLC Shimadzu com detector com arranjo de diodo SPD-M20A. A coluna
utilizada foi Shim-pack XR-ODS (2 mm x 75 mm) com particulas de 2,2 um da Shimadzu.
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Foi empregado um sistema bindrio durante a analise (Tabela 2), com agua com 0,1%
de 4acido formico como solvente A e acetonitrila como solvente B. Foi realizado o

monitoramento do detector entre os comprimentos de onda de 200 e 800 nm.

Tabela 2 — Proporcao de solvente durante a andlise cromatografica

Tempo Solvente B
0 — 3 min 5-12%
3 — 7 min 12 - 13%
7 —17,5 min 13 -35%
7,5 -9 min 35-50%
9 — 16 min 50 -90%
16 — 18 min 90 - 5%
18 — 19 min 5%

Fonte: A autora, 2023.

As amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg mL™ e foi injetado 1 pL em

triplicata.
2.3.1.2 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos seguiram a metodologia de Folin-Ciocalteu (DJERIDANE et
al., 2006), método colorimétrico, onde foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sodio 20%,
0,5 mL do reagente de Follin-Ciocalteu (1:10 v/v) e 1 mL de agua em 100 pL de amostra.
Aguardou-se reacdo por 30 minutos e fez-se leitura em comprimento de onda de 760 nm. O

resultado foi expresso em mg de acido galico equivalente por g de extrato (mg AGE g™).

2.3.1.3 Flavonoides

Utilizando o método descrito por Djeridane et al. (2006) foi feita determinag¢dao dos
flavonoides, onde foram adicionados 1000 pL de cloreto de aluminio 2% (AICl;. 6H,O) em
metanol em cada 1000 puL. de cada amostra; depois de 15 minutos de reagdo, foi realizada a
leitura em comprimento de onda de 430 nm. A concentracdo de flavonoides foi calculada por
meio de uma curva analitica utilizando a rutina como padrao em concentragdes de 1 até 50 pg

mL™". O resultado foi expresso em mg de rutina por g de extrato liofilizado (mg REg™).
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2.3.1.4 Taninos

Os teores de taninos foram determinados pelo método de Folin-Denis conforme
descrito por Pansera et al. (2003) com adaptacdes. A reagdo durou cerca de 120 minutos, foi
adicionado 500 pL de reagente Folin-Denis em seguida 500 pL de carbonato de sodio 8%
(m/v) a cada 500 pL de amostra. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 725 nm.
A concentracdo de taninos foi calculada utilizando padrdo de acido tanico e expresso em mg

de equivalente de 4cido tanico (TAE) por g de extrato liofilizado.

2.3.1.5 Saponinas

Foram determinadas pela formagdo do favo de mel da espuma resultante agitagcdo de 5
mL de um extrato aquoso da amostra e a adicdo de bicarbonato de sddio e persisténcia da

mesma por mais de 3 minutos (GUTERRES et al, 2022).

2.3.1.6 Atividade Antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método descrito por Kumaran e Joel
Karunakaran (2006). O extrato foi analisado nas concentragdes 1, 10, 100, 500, 1000 pg/mL.
A solucao de DPPH 0,004% em metanol (3000 pL) foi adicionada a cada 100 uLL amostra. As
amostras foram feitas em triplicata e lidas em comprimento de onda de 517 nm, 30 minutos
apds a reacdo. Os resultados obtidos foram expressos em concentracdo inibitéria minima

Clso) indicando a concentragao para inibir 50% do radical DPPH.
( p

2.3.1.7 Analise do potencial fotoprotetor

Para determinar o potencial fotoprotetor, o extrato (200 ug mL™") foi preparado e as
leituras foram realizadas em espectrofotometro UV/sVis entre 290 e 320 nm, com intervalo de
5 nm. Agua destilada foi utilizada como branco e as absorbancias obtidas foram substituidas

na Equacdo conforme descrito por Mansur et al. (1986).
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2.3.1.8 Avaliacao da atividade antibacteriana

A amostra foi analisada nas concentragdes de 15-1000 pg mL™. Os ensaios para
determinar o potencial antibacteriano foram realizados obedecendo-se a metodologia descrita
por Bernardi et al. (2017). A atividade antibacteriana foi testada contra cepas de bactérias das
espécies Burkholderia cepacia (NEWP 0059), Enterococcus faecalis (ATCC29212),
Escherichia coli (ATCC 38731), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Staphylococcus
epidermidis (ATCC12228), Staphylococcus aureus (ATCC 25232) e Staphylococcus
saprophyticus (ATCC15305). Utilizou-se a tetraciclina (15ug mL-1) como controle positivo.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Ensaios de toxicidade in vivo

A regulamentacdo para o registro de medicamentos fitoterapicos esta em conformidade
com a Resolu¢do de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que descreve e determina os
aspectos essenciais ao registro (identificacdo botanica, padrdo de qualidade, eficicia e
seguranga) que validem as indicagdes terapéuticas propostas (COELHO et al., 2022). Ha
ainda as Resolucdes Especificas como a RE 90/2004, contendo o Guia para realizagdao dos
testes de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos.

A ANVISA elaborou um guia de condugdes de estudos pré-clinicos onde estes sdo
descritos com direcionamento para a avaliacdo e identificacdo de possiveis efeitos adversos
com associagdo a toxicologia das substancias e sua interacdo com os sistemas fisiologicos ou
orgdo-alvo. Caracterizando também a relacdo dose-resposta, efeitos agudo, subagudo e
cronico, e a reversibilidade dos efeitos téxicos no organismo (OECD, 2008a, 2008b;
CANTATORE, et al, 2022).

Toxicidade ¢ definida como a propriedade potencial de uma determinada substancia de
gerar um estado patolégico em consequéncia de sua insercdo ou interagdo com o organismo
(BANDARANAYAKE, 2006; NEWMAN et al, 2007). A toxicidade, no contexto do uso de
produtos naturais pode ser considerada um problema de saude publica, pois o aumento de
casos de intoxicacdo cada vez mais t€m sido relatados envolvendo o uso de plantas
(SILVEIRA et al., 2008; EKOR, 2013).

Alergias em pele e mucosas, distarbios cardiovasculares, respiratorios, metabolicos,
gastrintestinais, neurologicos e, em alguns casos, o Obito sdo reagdes adversas comumente

encontradas em efeitos toxicos de plantas (SINITOX, 2012; VASCONCELOS et al., 2021).
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Sendo assim, as investigagdes sdao de suma importdncia para o controle dessas
ocorréncias de intoxicacdo e os Centros de Informagdo e Assisténcia Toxicoldgica (CATs)
sdo responsaveis pelo registro das ocorréncias de intoxicagdo (SINITOX, 2012). Segundo
Monseny (2015), as intoxicagdes humanas fatais sdo raras e as notificagdes totais serem
baixas ainda se faz necessario cautela e mais estudos sobre o uso de plantas medicinais, visto

que muitos casos sdo notificados como exposicao a agente toxico desconhecido.

2.4.1 Teste de toxicidade com Artemia salina

De acordo com metodologia adaptada de Meyer (1982) ovos de Artemia salina foram
colocados para eclodir em uma solu¢do salina de sal marinho (30 g L-1) com pH entre 8,0 a
9,0 com solu¢do 0,1 mol L de NaOH. com aeragdo por 48 horas em temperatura ambiente.
Foram transferidos 10 nauplios para tubos com diferentes concentragdes (10, 100, 1000, 2000
mg/mL) do cha de C. pubescens Na solugao inicial, foi utilizado um controle para realizar a

contagem do natplios para estimar a DLs, realizada ap6s 24 horas.

2.4.2 Toxicidade aguda

Os testes relacionados a toxicidade sdo fundamentais pois fornecem informagdes
referentes as reacdes adversas ou efeitos adversos que possam acontecer no organismo
humano apos o uso de uma planta medicinal ou farmaco. A toxicidade aguda refere-se a
exposi¢ao a curto prazo a um composto quimico, seja por via dérmica, oral ou inalatdria
(OECD, 2008a). A maioria das informagdes sobre a via mais comum de toxicidade remetem a
via oral (forma grave), sendo que a mesma ocorre de forma acidental em diversas situagdes e
ambientes por meio ingestdes apoOs respingos inesperados ou liberagdo repentina, consumo de
produtos quimicos presentes nos alimentos, bebidas ou outros produtos (CRETON et al.,
2010; FALCAO et al., 2022).

Neste tipo de ensaio devem ser consideradas todas as informagdes possiveis
relacionadas a planta/substancia utilizada. O intuito ¢ obter mais informagdes de suas
estruturas quimicas, atividades biologicas, propriedades e testes que por ventura ja tenham
sido feitos in vivo ou in vitro. Tais informagdes determinam a relevancia das substancias
analisadas e sua utilidade para satde do ser humano. A prioridade do teste ¢ determinar a

dose inicial adequada para uso (OECD, 2008a; DORNELES, 2022).
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A dose letal média (DL50) ¢ identificada por meio da toxicidade oral aguda. A DL50
¢ estimada pela capacidade de induzir a morte de metade dos animais do grupo teste. Esta
determinagdo acontece apds uma Unica dose dentro de um periodo de 24 horas, que fornece
estimativa que permite classificar a substancia teste quanto a seus efeitos (SOARES e
SOUZA, 2022). Com a intengdo de diminuir o uso de animais, um novo guideline foi
estabelecida no ano de 1981, sob o ntimero 401. Em 1987, a diretriz prop6s um delineamento
experimental de trés grupos compostos por cinco (5) animais de cada sexo, usando dose
acima de 5000 mg/kg. No mesmo ano, uma nova alteragdo permitiu utilizar apenas um sexo e
também a redugdo da dose para 2000 mg/kg, com excegdes para teste que haja informagdes
precedentes e haja necessidade de doses maiores (CRETON et al., 2010; EL MOUSSAOUI et
al., 2020).

Baseado na diretriz 425 “Acute oral toxicity — Up and down procedure” da OECD
(OECD, 2008a), com adaptagdes descritas por Traesel et al. (2017), sendo dois grupos
experimentais: 1) Grupo controle (1 mL 4gua v.0), e 2) Grupo tratado (2000 mg/kg v.0). A via
de administragdo ¢ escolhida de acordo com a indica¢do popular de uso.

Na ingestdo de infusos de modo geral opta-se pela via oral, levando em consideracao
que a populagado faz o uso por meio da via oral. Com uso de agulha de gavagem ¢ realizado o
tratamento dos animais.

A determinagdo do modelo animal segue as normativas estabelecidas na diretriz 425
pela OECD (OECD, 2008a), em que se utiliza Rattus norvegicus da linhagem Wistar, sendo
possivel também utilizar outros tipos de roedores sendo preferencialmente o delineamento
com fémeas, nuliparas, ndo prenhes aproximadamente com idade de 8 a 12 semanas.

A dose de 2000 mg/kg ¢ estipulada quando ha estudos prévios ou outro tipo de
informacao relacionada a toxicidade realizada com a espécie de planta em estudo. Apos essa
delimitacdo, a um animal por vez, ¢ administrada a dose selecionada de acordo com o
protocolo, que consiste da observagdo do primeiro animal a receber a dose (observando sinais
de toxicidade), e em sequéncia os demais animais (quatro) também recebem respectivas
doses. A observacao segue a fim de identificar sinais de toxicidade e estimar a DLs.

Nos casos onde nao ha informag¢des ou estudos relacionados a toxicidade in vitro ou
in vivo com as espécies e a parte da mesma utilizada, as recomendagdes sdo que se aplique o
fator de progressao 3,2 na sequéncia de (1,75; 5,5; 17,5; 55; 175; 550; 1750 mg/kg), assim a
dose recomendada para iniciar ¢ 175 mg/kg (OECD, 2008a). Apds a primeira dose
administrada com a sobrevivéncia do animal, observa-se o mesmo durante 24h. Nao

apresentando sinais de toxicidade, administra-se uma dose maior seguindo o fator de
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progressao. Se, no entanto, acontecer Obito na primeira administracdo (primeiro animal), a
proxima dose deve ser inferior, baseando-se assim nos sinais clinicos observados. A
observacdo entdo de sinais clinicos e os animais quando o 6bito ndo acontece entende-se que a
estimativa de DLs, ¢ acima da dose administrada, e entdo esses animais permanecem em
observagao por mais 14 dias do estudo.

Durante estes 14 dias sdo observados e registrados sinais clinicos e toxicos baseados
nos cinco parametros do screening hipocrdtico conforme descricdo de Malone; Robichau,
(1962). Ainda sao anotados consumo hidrico e alimentar, pelo método de registro diario do
peso da ragdo e do volume final da 4gua disponivel em cada gaiola e também o peso de cada
animal. No 15° dia de experimentagdo todos os animais do grupo controle e grupo tratado
foram submetidos a eutanésia e autdpsia macroscopica (ANVISA, 2013).

Todos os sinais clinicos devem ser sistematicamente anotados, levando-se em conta os
cinco parametros do screening hipocratico (MALONE; ROBICHAU, 1962), descritos a
seguir:

1) Estado Consciente: avaliado através da observacdo da atividade geral do animal dentro da
caixa;

2) Atividade e Coordenagdao do Sistema Motor: avaliada através da resposta ao toque, da
resposta do aperto da cauda, do endireitamento e da forca para agarrar do animal;

3) Reflexos: avaliados através da resposta ao estimulo auricular e corneal;

4) Atividades sobre o sistema nervoso central: avaliadas através da observagdo de tremores,
convulsoes, cauda em straub, sedagao e/ou anestesia;

5) Atividades sobre o sistema nervoso autonomo: avaliadas através da observacao de
lacrimagdo, cianose, ptose, salivacdo e/ou piloerecao.

Além da observacdo dos parametros hipocraticos, os animais também devem ser
monitorados quanto ao consumo de 4agua e ragdo e peso corporal. Ao final do periodo de
observacdo, todos os animais devem ser submetidos a eutandsia e autopsiados (ANVISA,

2013).

2.4.2.1 Desenho experimental de toxicidade aguda

Os animais foram cedidos pelo Biotério da UFGD e mantidos no biotério da
Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS), da UFGD em caixas de polipropileno, em
temperatura controlada (22 + 2°C), ciclo escuro/claro de 12 h e livre demanda de agua e
comida. Os procedimentos experimentais seguiram as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentacao
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Animal e de acordo com as diretrizes da Declaracao Universal dos Direitos dos Animais com
os Principios Eticos em Pesquisa Animal e aprovado pelo Comité de Etica para Uso de
Animais da UFGD (Protocolo n°® 78/2021).

A pesquisa foi feita de acordo com o protocolo baseado nas Diretrizes 425 da OECD:
Oral Acute Toxicity - Up-and-Down Procedure (OECD, 2008) com adaptacao de Traesel et
al. (2017). Dez ratas foram alocadas aleatoriamente em dois grupos experimentais (n=5): 1)
grupo controle negativo recebeu tratamento oral com solucdo veiculo e 2) grupo teste
administrado por gavagem a dose de 2000 mg/kg de Inf-L-CP. Antes da gavagem, cada
animal foi identificado, pesado e avaliados seus sinais clinicos. Os animais foram observados
nas primeiras 24 h; posteriormente, foram observados uma vez ao dia, durante 14 dias, com
registro diario da ingesta hidrica e nutricional e ganho ponderal de cada animal. Os animais
ainda foram analisados de acordo com a triagem hipocratica proposta por Malone e
Robichaud (1962): estado consciente; atividade e coordenacao do sistema motor e tonificacao
muscular; reflexos corneanos e auriculares; atividades do sistema nervoso central e atividades
do sistema nervoso autdbnomo. A eutanasia ocorreu no dia 15 apos as avaliagdes e os animais
foram submetidos a eutanasia com overdose de anestésicos até que ndo houvesse reflexo
corneano seguido de exsanguiniza¢do. Orgdos (cora¢do, pulmio, baco, figado, rim, utero e
ovario) foram removidos, pesados e examinados macroscopicamente para quaisquer
alteracdes e enviados para analise microscopica tecidual. Com este teste pode-se estimar a

dose letal mediana (DLs) (Figura 2).
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Figura 2. Desenho experimental de toxicidade aguda.

Desenho experimental de
toxicidade aguda

|

|  Doizgrupes(n=10) |

Controle - - ‘ ™~ Controle +

n=>5 n=3

Administracdo inica
Controle + (2000 mg'kg)
Controle - (veiculo)

|

Avaliacio (24 h)
13, 30 e 60 minutos
Acadad h
| Avaliacio (14 dias) | — | Sinais clinicos |
‘ |  Parimetros ponderais |
| Eutanasia (15° dia) | | Sinats tomicos e DL, |

Fonte: A autora, 2023.

2.4.3 Toxicidade subaguda

A determinagdo da toxicidade oral por doses repetidas a curto prazo acontece apos a
determinagdo de informagdes iniciais obtidas nos testes de toxicidade aguda. A toxicidade
subaguda investiga os possiveis sinais de toxicidade, fornecendo também informacdes
relevantes sobre os possiveis riscos para a saide que possam surgir durante ou apds um
periodo de exposicdo a doses repetidas e seus possiveis efeitos sobre os sistemas do corpo
humano (ANVISA, 2013; OECD, 2008b).

Os estudos de toxicidade oral de doses repetidas vém sendo empregados para
descrever o potencial que uma determinada substancia possui de causar algum dano. Estuda-
se entdo a dose, as mudangas fisioldgicas e hemodinamicas, as alteracdes bioquimicas, as
hematologicas e histopatologicas que, por meio delas, ¢ possivel entdo determinar o potencial
toxicologico do composto/substincia testada. Este estudo em 28 dias pode fornecer
informagdes sobre a exposicdo de doses repetidas e, por consequéncia, indicar se novos

estudos serdo necessarios a longo prazo, bem como, estudos de toxicidade cronica. Por fim, o
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estudo deve permitir: a caracterizacdo da toxicidade da substancia de teste, a indicagdao da
relacdo dose-resposta e a determinacdo da Dose de Efeitos Adversos Nao Observaveis ou
dose NOAEL (do inglés, No-Observed Adverse Effect Level) (OECD, 2008b).

Existem muitas regras para realizar um estudo de toxicidade, principalmente quando
se esta prospectando um novo medicamento, em geral, usam-se doses muito maiores do que a
esperada para uso humano onde ocorre a hormese (resposta a exposicdo a quantidade
crescente de uma substancia) e, esses por sua vez, ndo substituem o modo de uso tradicional.
Nao obstante, ao se estabelecer a NOAEL ¢ possivel ter um melhor entendimento sobre os
possiveis riscos (QUEIROZ et al., 2013). Mesmo quando ndo ha uma significancia estatistica
isso ndo indica por si s6 que ndo ha de fato efeitos adversos para a determinagdo da NOAEL
podendo-se entdo realizar uma andlise combinada dos efeitos bioldgicos e estatisticos

(ENGELHARDT, 2005).

2.4.3.1 Desenho experimental de toxicidade subaguda

Setenta animais foram randomizados em cinco grupos (n=5 fémeas e n=5 machos).
Foram utilizados dois grupos controles, sendo que no controle negativo, os animais receberam
agua (veiculo Inf-L-CP) por gavagem (administracao oral de 2 mL/100g de peso corporal).
Simultaneamente, o controle positivo foi tratado por gavagem com agua (veiculo Inf-L-CP) e
recebeu ciclofosfamida intraperitonial na concentracdo de 20 mg/kg de peso corporal 24 h
antes da eutanasia (ARALDI et al., 2014; KRISHNA; HAYASHI, 2000; RIBEIRO, 2003).
Trés grupos receberam Inf-L-CP oral em doses de 250 mg/kg; 40 mg/kg e 15 mg/kg por 28

dias consecutivos (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental de toxicidade aguda até a eutanasia.
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Fonte: A autora, 2023.

2.4.4 Toxicogenética

A genética toxicologica abrange uma area de estudo da toxicologia que realiza
diversas avaliagdes de efeitos genotdxicos produzidos por agentes, sejam eles fisicos ou
quimicos, seja por uma exposicdo aguda ou subaguda, que por sua vez possa resultar em
possiveis danos as moléculas de acido desoxirribonucleico (DNA). A geragdao de danos no
DNA ¢ considerada como um evento inicial importante na carcinogénese. Existe uma bateria
consideravel de ensaios para a deteccao de diferentes efeitos genotdxicos de compostos em
sistemas experimentais, ou para investigacdes de exposi¢do a agentes genotdxicos em
ambientes ou ocupacionais. Alguns dos ensaios podem ter uma utiliza¢ao limitada devido a

uma configuragdo técnica complicada ou porque sdo aplicaveis apenas a alguns tipos de

células. (DE LIMA et al., 2016).
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Os ensaios de genotoxicidade s3ao normalmente utilizados para identificar
extratos/substancias que tém a capacidade de interagir com acidos nucleicos em baixas
concentragdes. Quando um agente toxico interage com o DNA, esta interagdo pode levar a
aberracdes cromossomicas e/ou alteragdes na estrutura do DNA que podem afetar a fidelidade
da mensagem e levar a alteracdes irreversiveis na célula. As consequéncias de tal deficiéncia
de DNA podem ser o estabelecimento e/ou predisposicdo para doengas, aumento da
morbidade/mortalidade, alteragdes nas caracteristicas hereditarias e diminui¢do da capacidade
reprodutiva (LAZARO et al., 2010).

Os eventos adversos associados aos medicamentos continuam a ser um problema
significativo, apesar dos extensos € bem regulamentados processos de registo para provar a
eficacia e a seguranca dos medicamentos. As reacdes adversas aos medicamentos (RAM) sdo
comuns e uma causa significativa de morbidade e mortalidade (QUEIROZ et al., 2013).

A avaliagdo de genotoxicidade isolada de demais ensaios ndo ¢ recomendada pois
demais fatores devem ser analisados como carcinogenicidade e efeitos mutagénicos, diante
entdo dos resultados obtidos ddo suporte para possivel uso de substancias naturais ou
sintéticas (RIBEIRO, 2003). As substancias derivadas de plantas ou ndao que promovem
lesdes estruturais ou funcionais quando tém interacdo com DNA e podem causar mutagoes,
levando em consideracdo que exposicOes por doses repetidas a longo prazo a agentes
genotdxicos levam a maiores. Tais lesdes podem ser quantificados por meio de teste in vitro e
in vivo aumentam a exequibilidade de génese de tumores (ANVISA, 2013; VILAS BOAS et
al.,; 2018; OECD, 2016b).

Alteragdes na taxa de divisdo celular e/ou na estrutura do DNA sdo prejudiciais para
as células, o que pode interferir com processos vitais como a replicacio do DNA ¢ a
transcricdo de genes. Além disso, estas alteragdes podem também causar mutagdes genéticas e
aberragdes cromossomicas que contribuem para o desenvolvimento do cancro e morte celular
(HAYASHI et al., 1990; DE FLORA; FERGUSON, 2005; OSSANA et al., 2013).

As substancias genotoxicas sdo classificadas como: agentes causadores de danos ao
DNA (genotoxicidade); ou lesdes génicas e mutagdes génicas (mutagenicidade); causadores
de cancer (carcinogenicidade) e causadores de anomalias congénitas (teratogénese)
(TRAESEL et al., 2017).

Por conseguinte, ¢ extremamente importante avaliar a genotoxicidade durante a
avaliacdo pré-clinica de extratos/substancias de plantas, a fim de verificar o seu potencial
mutagénico, tanto em termos de seguranga como econdmicos, uma vez que as plantas

medicinais sdo amplamente utilizadas na medicina popular e como recurso para o
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desenvolvimento de novos medicamentos (DI STASI et al., 2002, MELO-REIS et al., 2011).
Por outro lado, estes testes podem também identificar os extratos de plantas que tém um efeito
antagdnico a genotoxicidade, tais como um efeito anti-genotoéxico, antimutagénico e/ou
anticancerigeno (IDAOMAR et al., 2002; FELICIO et al., 201 1).

Os danos no DNA podem ser reparados por varios mecanismos de reparacao,
incluindo a reparagdo da excisdo de base (BER, do inglés Base Excision Repair), reparagao de
excisdo de nucleotideos (NER do inglés Nucleotide Excisions Repair), recombinagdo
homéloga e reparagio de jungdo final ndo homéloga (NHEJ) (WOJEWODZKA et al., 2011;
JUGAN et al., 2011; Li et al., 2011a). Existem mais duas vias envolvidas no reparo de lesoes
no DNA, sdo elas: reparo direto e reparo por incompatibilidade (MMR do inglés Mismatch
Repair) (EKER et al., 2009; RAM et al., 2013).

2.4.5 Genotoxicidade

A genotoxicidade ¢ uma preocupacdo crescente, pois pode determinar o inicio e
progressdao de anomalias celulares. Pode ser definida como alteracdes genéticas destrutivas
envolvendo mutagdes genéticas, aberragdes cromossOmicas estruturais, € recombinagao
induzidas por genotoxinas (XIE et al,. 2011; SHAH et al,. 2012). Também conhecida como
toxicidade genética, a genotoxicidade faz parte da toxicologia e tem por objetivo de verificar
se a substancia investigada possui capacidade de causar dano ao material genético capaz de
ocasionar lesdo génica, mutacdo génica ou alteracdo cromossomica (QUEIROZ et al., 2013;
ANVISA, 2013).

As genotoxinas sdo agentes que podem danificar a sequéncia de DNA e a estrutura
cromossdmica por adigdo, eliminacao, duplicacdo, formagdo de anéis, etc. Sao classificadas
em trés grupos com base nos seus efeitos: (a) carcinogénicos ou agentes causadores de
cancro,

(b) mutagénicos ou agentes causadores de mutacao, e (c) teratogénicos ou agentes causadores
de defeitos de nascenga (MOHAMED et al,. 2011).

E impossivel registar um novo medicamento sem realizar ensaios de genotoxicidade.
Em 1984, o Ministério da Satde e Bem-Estar (MHW) do Japao adotou o uso de ensaios de
genotoxicidade para aprovar novos farmacos (RAMA et al,. 2002). Além disso, a Food and
Drug Administration (FDA) recomenda a realizagdo de ensaios de genotoxicidade para todos
os novos farmacos, antes de realizar ensaios clinicos e receber autorizagdo de

comercializa¢do. As autoridades reguladoras na maioria dos paises tém diretrizes especificas
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para testar os candidatos a medicamentos tendo os ensaios de genotoxicidade como parte da
avaliagdo de seguranga (AMOABEDINY et al, 2009).

Nos ultimos anos muitas plantas medicinais prospectadas para o uso humano tém sido
avaliadas frente ao seu potencial genotoxico. De acordo com a literatura, 30% dessas
mostraram genotoxicidade e esse alto indice refor¢ga a importancia desse tipo de avaliagdes
em plantas e seus derivados de interesse medicinal (NATARAJAN, 1993; DE FLORA;
1ZZOTTI, 2007; SPONCHIADO et al., 2016; SAKS et al., 2017).

As mutagdes podem ser induzidas por duplicagdo, delecdo ou insercao. O controle de
substancias ¢ a melhor maneira de controlar os efeitos deletérios desses compostos com
atividade antimutagénica/anticlastogénica, bem como, os compostos que diminuem ou inibem
a mutagenicidade e desmutagénicas a partir do uso de plantas medicinais (SILVA et al.,

2008).

2.4.5.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula tinica (SCGE, do inglés Single Cell
Gel Electrophoresis), ¢ um método sensivel de deteccdo de quebras na fita de DNA,
amplamente utilizado em testes de genotoxicidade, biomonitoramento humano,
ecogenotoxicologia e em pesquisas basicas sobre o mecanismo de dano e reparo da molécula
de DNA (COLLINS, 2004). As vantagens do ensaio in vivo de cometas incluem a sua
aplicabilidade a varios tecidos e/ou tipos de células especiais, a sua sensibilidade para detectar
baixos niveis de danos de DNA, a sua exigéncia de um pequeno numero de células por
amostra, a facilidade geral de execucdo do ensaio, o pouco tempo necessario para completar
um estudo e o seu custo relativamente baixo (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

Consiste em fazer passar uma corrente elétrica pelas células lisadas, embebidas em gel
de agarose de baixo ponto de fusdo, sobre ldminas para microscopia (BETTI et al., 1994).
Com isso, 0 DNA fragmentado sai da célula lisada, formando um rastro semelhante a cauda
de um cometa (AFANASIEVA et al., 2010). A técnica foi primeiramente descrita por Ostling
e Johanson (1984), que desenvolveram a metodologia de eletroforese do DNA em microgel.
Eles utilizaram radiag@o para gerar danos no DNA de células de mamiferos e observaram que,
a extensdo da cauda de DNA liberada era proporcional a quantidade de radia¢do utilizada
(FAIRBAIRN et al., 1995). A técnica foi entdo aprimorada por Singh et al. (1988), que
atribuiram maior sensibilidade a técnica com a utiliza¢ao de solucgao alcalina. De acordo com

Singh et al. (1988), o ensaio cometa ¢ um método rapido, sensivel e relativamente simples
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para medir danos no DNA. Essa técnica pode ser utilizada em uma vasta gama de organismos
(humanos, animais, plantas), tanto em culturas in vitro com in vivo, desde que as amostras
possam ser preparadas como suspensdo de células unicas (NERI et al., 2015).

O método alcalino do cometa com pH maior que 10 permite entdo que haja a
desnaturagao do DNA, e também a deteccao de sitios alcali labeis, fazendo com ele seja bem-
aceito devido ao seu amplo alcance na verificagdo de danos ao DNA (HARTMANN et al.,
2003; COLLINS et al., 2014). Nesse caso, a desnaturagdo da molécula de DNA detecta
quebras de fita simples e duplas, sitios alcali-labeis, ligagdes cruzadas e sitios de reparagdo
por excisdes incompletas (KAPPEL, 2007).

Este estudo ¢ baseado no protocolo “In Vivo Mammalian Alkaline Comet Assay”
(OECD, 2014a). Para o teste recomenda-se que sejam utilizados animais adultos jovens e
saudaveis, de ambos os sexos com grupos de cinco animais, contendo também grupos de
controle positivo e controle negativo. Com tratamento de doses diarias deve ser desenvolvido
por tempo suficiente que possa haver acao no tecido alvo, sendo o tempo minimo de dois dias
(HARTMANN et al., 2003). Também ¢ possivel verificar quebras que possam acontecer nas
cadeias do DNA, e essas por sua vez podem ser vistas por meio da migragdo de segmentos do
DNA aumentadas, o que resulta em células com imagens semelhantes a cometas (COLLINS,

2015; GODSCHALK et al., 2013).

2.4.5.2 Delineamento experimental do ensaio cometa

Para analise de possiveis danos ao DNA provocados pelo infuso da C. pubescens em
ratos, antes da eutanasia, 20 pL de sangue periférico foram coletados da cauda de cada animal
e transferidos para microtubo eppendorf contendo 120 pL. de agarose de baixo ponto de fusdo
(1,5%) a 37° C. Este homogenato foi depositado em laminas previamente revestidas com
agarose (5%). Apods a solidificagdo da agarose, as laminulas foram removidas e as laminas
foram inseridas na cuba com solucdo de lise final (89,0ml solugdo estoque - 2,5M NaCl,
100mM EDTA, 10,0mM Tris, pH 10,0 corrigido com NaOH solido; 1,0ml Triton X-100 e
10,0ml de DMSO) por 1 hora, a temperatura de 4°C, por 2 h protegido da luz para remogao da
membrana celular e extravasamento de DNA. Posteriormente ao processo de desnaturagao, as
laminas foram imersas em equipamento de eletroforese com solugao alcalina pH>13,0 (300,0
mM NaOH e 1 mM EDTA, preparada a partir de solucdo estoque de 10 N NaOH e 200 mM
EDTA 200,0, com pH corrigido para 10), permanecendo em descansar por 20 min. Apds o

repouso, foram submetidos a corrida eletroforética por 20 min a 4°C e voltagem ajustada em
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300 mA e 25 V. As laminas foram expostas a solugdo de neutralizagao com pH 7,0 (400 mM
Tris-HCI) por 15 minutos cada, lavadas e secas a temperatura ambiente. Foram fixadas em
solugdo (acido acético 15%, sulfato de zinco 5% e glicerol 5%) logo depois, coradas com
nitrato de prata (MUELLER et al., 2018). Em seguida, as 1aminas foram lavadas com agua
destilada e submersas por 5 minutos em acido acético. A visualizacdo dos fragmentos de
DNA e os mesmos foram analisados com microscopio optico com aumento de 400x.

As laminas foram identificadas e examinadas em duplo cego, sendo que 100 células
por animal foram analisadas aleatoriamente. As células foram classificadas da seguinte forma:
0 a 4, em que 0 representam células sem dano ao DNA e 4 células com o dano maximo
(ARALDI et al., 2015) classe 0 (sem danos); classe 1 (células com tamanho de cauda menor
que o didmetro do nucleoide); classe 2 (células com tamanho de cauda 1-2 vezes o diametro
do nucleoide); e classe 3 (células com tamanho de cauda maior que duas vezes o diametro do
nucleoide). Além disso, foram calculados o escore de dano e a frequéncia de cada amostra. A
pontuacdo foi determinada multiplicando-se o nimero de células registradas em cada classe

de dano pelo valor numérico da classe e somando todos os valores resultantes (Figura 4).

Figura 4. Dano ao DNA por meio do teste cometa.

Classificacdo de 0 a 4, em que 0 representam células sem dano ao DNA e 4 células com o

dano maximo. Imagens de microscopio de fluorecéncia.
Fonte: ARALDI et al., 2015.

2.4.6 Mutacio génica e ensaio do microntcleo

Para a detec¢do de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos
(que induzem aneuploidia ou segregacao cromossomica anormal) o teste do micronticleo € um
ensaio biologico bem estabelecido ambito da mutagenicidade amplamente aceito pelas
agéncias internacionais de regulacao (OECD, 2014b). Este teste ¢ bem-aceito pelo fato de ser

um importante biomarcador testado in vivo e in vitro em pesquisas que se queria saber os
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danos citogenéticos causados por substancias genotoxicas (ARALDI et al., 2013). Conhecido
como corpusculos de Howell-Jolly, que tem associagdo a fragmentos convergentes expulsos
do nucleo das células nos estagios tardios da anafase (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Sua
formagdo esta relacionada a rupturas cromossdmicas (clastogénese) ou bloqueio do aparelho
mitotico (aneugénese) (SWAPAN; DEY, 2010).

A defini¢do de microntcleo ¢ caracterizada pela perda de cromatina em consequéncia
de dano cromossdmico estrutural ou danos no aparelho mitético (RIBEIRO et al., 2003). No
processo de maturagao celular, presente na medula o eritroblasto resulta em um eritrdcito
policromatico. Sendo o nucleo da célula ¢ repelido, porém se um micronacleo tenha sido
formado permanece na célula. Contudo, essa frequéncia em excesso de eritrocitos
policromaticos com micronucleo pode indicar dano cromossdmico induzido (OECD, 2014b).

E possivel determinar se a substincia testada afeta geneticamente a formagio de
micronucleos constituidos por material cromossomico da célula precursora por meio da
inducdo a formagdo de microntcleos através dos efeitos clastogénicos ou aneugénicos por
meio da identificacdo de cinetocoros que tiveram um retardo na divisdo celular, bem como, a
presenga de centromeros especificos. (HAYASHI, 2000). Ao longo da eritropoiese, que
acontece na medula 6ssea ou baco, os micronucleos sdo formados, em geral, os eritroblastos
perdem seu nucleo ao término da mitose o que por sua vez da origem aos eritrocitos
policromaticos (PCE - Polychromatic Erythrocytes), elas contém RNA detectavel no
citoplasma através da coloragdo de Giemsa (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Durante o
processo de maturacao dos PCEs origina-se os eritrocitos normocromaticos (NCEs, do inglés
Normochromic Erythrocytes), que cora na cor rosa com a mesma coloragdo (Giemsa).

A clastogénese e/ou aneugénese sdo capazes de causar perdas cromossdmicas inteiras
durante a divisao celular ou uma fragmentacao cromossdémica. Uma frequéncia elevada de
PCEs micronucleados (MNPCEs, do inglés Micronucleated Polychromatic Erythrocytes
indica danos cromossomicos (FENECH, 2000; KRISHNA; HAYASHI, 2000). Nao obstante,
ndo ¢ apenas perdas cromossOmicas, mas também muta¢des comumente observada no
processo oncogénico (SHIMIZU, 2000; SWAPAN; DEY, 2010) por isso entende-se que
forma¢do do micronucleo e sua liberagdo para o citoplasma estd associada a carcinogénese
(BONASSI et al., 2007; TERRADAS et al., 2010).

Portanto, o teste permite verificar os efeitos causados nos eritrocitos policromaticos
anucleados. Também, se o eritrocito policromatico apresenta micronucleos, que ¢ indicativo

de dano cromossomico induzido recentemente, considerando que o mesmo possui um tempo
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de vida curto e os microntcleos sao facilmente identificaveis e sua distribuicdo ¢ bem

definida (RIBEIRO et al., 2003) (Figura 5).

Figura 5. Células obtidas a partir do teste do microntucleo in vivo.

w

| D ¢
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C

Eritrécito normocromatico (A), Eritrocito policromatico (B) e Eritrocito policromatico com
microntcleo (C). Imagens de eritrocitos visualizados na objetiva de 1000x. FONTE:
ARALDI et al., 2015.

2.4.6.1 Delineamento experimental do ensaio do micronucleo

O fémur direito foi removido apds dissec¢ao dos musculos adjacentes para realizagao
do ensaio de micronticleo na medula 6ssea. Para expor a medula dssea, as duas extremidades
do fémur foram cortadas € o canal medular foi lavado com 1 mL de soro fetal bovino; a
lavagem foi depositada em microtubos instantaneamente identificados com sequéncia
alfanumérica e centrifugados por 5 min a 1000 rpm. O sobrenadante resultante foi descartado,
o sedimento foi depositado na ldmina e seco durante a noite, posteriormente as ldminas foram
fixadas em metanol por 10 minutos e depois coradas com Giemsa por 15 min.

Para anélise, a identificagdo foi realizada em duplo cego, um total de 2000 eritrocitos
policromaticos (PCEs) por animal/lamina foram analisados em microscopia Optica com
aumento de 100x. Para andlise do potencial mutagénico, eritrocitos policromaticos foram
quantificados quanto a presenca de micronucleo. Para avaliar possiveis efeitos citotdxicos, a
razao entre eritrocitos policromdticos e normocromadticos (PCEs ou NCEs, do inglés

Normochromic Erythrocytes) foi calculada aleatoriamente analisando 500 eritrécitos. O indice
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de anélise esta entre 0 e 1, quanto mais proximo de 0, maior a citotoxicidade, quanto mais

préoximo de 1, menor o risco de citotoxicidade (RIBEIRO et al, 2002).

2.5 Analise histopatoldogica

Apbs o processo de coleta de sangue, os 0rgdos vitais (coragdo, pulmao, rim, figado e
baco) e orgdos reprodutivos (testiculos, epididimo, utero e ovarios) serdo pesados e
dissecados. Amostras dos 6rgdos vitais serdo fixadas em formalina tamponada a 10%. Apés a
fixacdo, os fragmentos serdo clivados, desidratados com concentracdes absolutas crescentes
de etanol, diafanizados em xileno e incorporados em parafina. As sec¢des serdo cortadas com
uma espessura de 5 um, coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e montados em laminas de

vidro para exame por microscopia de luz (MARTEY, ARMAH e OKINE, 2010).

2.6 Delineamento experimental de efeitos renais

Para o estudo de efeito diurético foram utilizados ratos Wistar machos e adultos, sendo
os mesmos utilizados na toxicidade subaguda (n=5 animais por grupo). Os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas individuais e controlada a diurese por 24 h. A urina de 24 h
foi coletada no zero e no vigésimo dia do protocolo de cada grupo, foram analisados o volume
urinario, o pH e a excre¢do urinaria de sédio, potassio, célcio, magnésio, acido trico,
creatinina e proteina (Kits especificos LABTEST Diagnostics). Foi coletado rim esquerdo e a
bexiga, cortados em fragmentos simétricos e mantidos em formol a 10% para montagem do
tecido em blocos de parafina. Apos a inclusdo em parafina, o tecido foi cortado na espessura
de 4 uym e montado em laminas. As laminas serdo coradas com hematoxilina-eosina e

analisadas em microscopio dptico comum, para estudo microscopico (figura 6).
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Figura 6. Desenho experimental dos efeitos renais.
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Fonte: A autora, 2023.

2.7 Analise bioquimica e hematolégica

Os parametros bioquimicos foram realizados para investigar os efeitos toxicos que
poderiam acontecer nos tecidos. Conforme as recomendacdes da ANVISA (2004) e da OECD
(2008b) sao quantificados sodio, potassio, glicose, colesterol total, ureia, creatinina, proteinas
totais, albumina, célcio, triglicerideos e pelos menos duas enzimas indicativas de efeitos
hepaticos (gamaglutamiltranspeptidase - GGT, alanina aminotransferase - ALT, aspartato
aminotransferase - AST, fosfatase alcalina — FAL). Bem como todos os animais submetidos
aos testes devem ser submetidos a uma autdpsia onde a sejam avaliados Orgaos
macroscopicamente € microscopicamente.

Essas andlises sdo realizadas preferencialmente no figado, rins, gonadas (testiculos e
ovarios), 0rgaos sexuais acessorios (epididimos, prostata, glandulas seminais, ttero e colo do
utero), baco, pulmao, estdmago, intestino, cora¢ao e cérebro. Os mesmos devem passar por
um processo de limpeza dos tecidos aderentes, pesados e encaminhados para analise
microscopica. Todas as lesdes aparentes, bem como os 6rgdos suscetiveis de constituirem
orgaos-alvo, também devem ser processados e analisadas histologicamente (ANVISA, 2004;

OECD, 2008b).
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2.8 Atividade anti-hiperglicemiante em ratos Wistar

O tratamento utilizado para o diabetes mellitus consiste principalmente em
medicamentos sintéticos que atuam como medicamentos anti-hiperglicémicos como a
insulina, sulfonilureias, inibidores do peptidase-4 dipeptidyl, inibidores do co-transportador
de sodio-glucose 2, entre outros (DARDANO et al., 2014).

De todos estes medicamentos artificiais disponiveis, insulina de agdo intermédia,
glibenclamida e metformina s3o os medicamentos aceitos por quase todos os paises
(BAZARGANI et al., 2014). Os farmacos sintéticos ajudam na gestao da doenca, mas ndo ha
nenhum farmaco disponivel que possa erradicar completamente a causa raiz da diabetes
mellitus (RAWAT et al., 2013). Assim, os medicamentos tradicionais com propriedades anti-
diabéticas estdo a ser considerados para tratamento uma vez que tém menos efeitos
secundarios (DEY et al., 2018).

Em ensaios onde se tente descobrir um potencial farmacoldgico de um produto natural
com intencdo de testar substancias que atuam nos niveis de glicemia, recomenda-se que em
tais ensaios seja associado uma pesquisa sobre toxicidade para reafirmar o uso seguro do
farmaco prospectado (DE LIMA et al., 2016; TRAESEL et al., 2017).

A indugdo de diabetes em animais provoca alteragdes fisiologicas e clinicas comuns
em diabetes, com grande aumento nos niveis séricos. Logo também ocorre a ativagdo dos
transportadores de Glicose-2 (GLUT2), também a formagao de radicais livres que por sua vez

ocasionam diversos tipos de lesdes celulares (LENZEN, 2008, KAPPEL, 2012).

2.8.1 Delineamento experimental do bioensaio de atividade anti-hiperglicémica

Foram utilizados ratos Wistar para os testes de toxicidade aguda, subaguda e efeitos
renais (200 = 5 g, 50-55 dias, n = 30). Os animais foram cedidos pelo Biotério da UFGD e
mantido no biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS) da UFGD em caixas de
polipropileno (n = 5), em temperatura controlada (22 + 2°C), ciclo escuro/claro de 12 h e livre
demanda de agua e comida. Os procedimentos experimentais seguiram as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e de acordo com as diretrizes da Declaracao Universal
dos Direitos dos Animais com os Principios Eticos em Pesquisa Animal e aprovado pelo
Comité de Etica para Uso de Animais da UFGD (Protocolo n® 78/2021) e conforme modelos
experimentais padronizados em diversas pesquisas acerca do potencial antidiabético de

produtos naturais (KAPPEL, 2012; KAPPEL et al., 2013).
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2.8.2 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Baseado em Kappel e colaboradores (2012), os animais normoglicémicos foram
mantidos em jejum por 12 horas, randomizados em cinco grupos distintos. Os animais foram
gavados conforme randomizagdo, o grupo controle hiperglicémico sem qualquer tratamento
recebem glicose (4g/kg); Grupo controle positivo os animais sdo tratados com o farmaco
referéncia metformina (10 mg/kg) e subsequentemente recebem sobrecarga de glicose
(4g/kg); Grupos 1, 2 e 4 receberam, o infuso de Campomanesia pubescens, nas respectivas
doses: 250 mg/kg, 40 mg/kg e 15 mg/kg, para obtengdo da curva dose-resposta e, apos 30
minutos, foi administrada uma sobrecarga de glicose em cada animal (4g/kg).

Os niveis de séricos de glicose plasmatica foram verificados pela primeira vez no
tempo zero para determinar os niveis em jejum, e depois foram submetidos aos respectivos
tratamentos. Ap6s 30 minutos, todos os animais receberam uma sobrecarga oral de glicose
(Sigma Aldrich®) (4 g/kg de peso corporal) (PEDROSO et al., 2019). Esses niveis foram
mensurados por meio de sangue periférico (caudal) em diferentes tempos: 15, 30, 60, e 180
minutos apos a gavagem utilizando um glicosimetro Accu-Chek Performa®. Em seguida os
animais foram submetidos a eutanasia, ¢ submetidos a coleta da parte inicial do intestino
delgado que foi reservada para a avaliacdo das atividades de dissacaridase, e os musculos
soleos e uma porc¢do do figado dissecados para determinar os niveis de glicogénio (FELIX et

al., 2020).

2.8.3 Determinacio do glicogénio hepatico, muscular e dissacaridases intestinais

Figado e os musculos séleos foram individualmente pesados e submetidos protocolo
especifico para precipitacdo do glicogénio hepatico descrito por Krisman (1962) com
pequenas modificagdes e inclusdo do método para precipitacio do glicogénio muscular
proposto por Zannata e colaboradores (2008) também com modifica¢des. Seguidamente para
determinagdo das concentracdes de glicogénio hepatico e muscular utilizou-se a curva de
calibracdo com base na substancia padrao do glicogénio (PEDROSO, 2019). As analises
espectrofotométricas foram realizadas a 460 nm e os resultados foram expressos em mg de
glicogénio/g de tecido (KAPPEL et al, 2012). A avalia¢do da atividade de enzimas intestinais
envolvidas na homeostasia da glicose, foi realizada de acordo com o protocolo descrito por

Kappel e colaboradores (2012) com pequenas adaptagdes. Realizado em triplicata, a
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absorbancia foi lida a 500 nm, expressa em atividade enzimatica (U)/mg de proteina

(KAPPEL et al, 2012) (Figura 7).

Figura 7. Desenho experimental da atividade anti-hiperglicemiante.
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Fonte: A autora, 2023.

2.9 Tratamento dos dados

Foi realizada uma andlise varidncia multivariada permutacional (Permanova)
comparando os grupos e considerando multiplas variaveis e ainda variaveis que nao
apresentem distribui¢do normal, por possuirem valores elevados. Também foram comparados
os diferentes tratamentos (doses) considerando todas as varidveis ao mesmo tempo, quando
constatado diferenca significativa entre os grupos foi utilizado na sequéncia escalonamento
multidimensional ndo métrico (nMDS), também analise de componentes principais (PCA).

Para realizar as corre¢oes necessarias foi usado o teste de Bonferroni.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o perfil fitoquimico, toxicologico, genotoxico, mutagénico, efeitos renais e

anti-hiperglicemiante do infuso das folhas de Campomanesia pubescens em ratos Wistar.

3.2 ESPECIFICOS

Determinar a DL50 (dose letal para pelo menos 50% da populagdo em estudo) do
infuso pelo teste de toxicidade aguda.

Analisar a toxicidade sist€émica, parametros bioquimicos e histopatologicos dos
animais tratados durante a toxicidade subaguda.

Avaliar a genotoxicidade e antigenotoxicidade do infuso das folhas de C. pubescens
por meio do ensaio cometa.

Investigar os efeitos mutagénicos do infuso das folhas de C. pubescens por meio do
ensaio do microntcleo.

Avaliar os efeitos renais do infuso das folhas de C. pubescens nos animais tratados.

Avaliar a atividade anti-hiperglicemiante do infuso das folhas de C. pubescens nos

animais tratados.
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