UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

CELSO RODRIGUES DE LIRA

AVALIAGAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE FOLHAS DE Psidium guineense SWARTZ EM
CAMUNDONGOS

Recife
2020



CELSO RODRIGUES DE LIRA

AVALIAGAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE FOLHAS DE Psidium guineense SWARTZ EM
CAMUNDONGOS

Dissertacao apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacgéao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Area de concentragdo: Farmacos e
Medicamentos.

Linha de Pesquisa: Obtencao e Avaliacao
de Produtos Naturais e Compostos
Bioativos.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Ivone Antbnia de Souza

Recife
2020



Catalogacgao na Fonte
Bibliotecario: Ménica Uchdéa, CRB4:1010

L768a Lira, Celso Rodrigues de.
Avaliagéo in vivo da atividade antidiarreica do extrato hidroetandlico de
folhas de Psidium guineense swartz em camundongos / Celso Rodrigues de
Lira. — 2020.
100 f.; il.; tab., graf.; 30 cm.

Orientadora: lvone Antdnia de Souza.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Ciéncias da Saude. Programa de Péds-graduagcdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Recife, 2020

Inclui referéncias, apéndices e anexo

1. Diarreia. 2. Camundongos. 3. Psidium. 4. Araca. 5. Toxicidade. I.
Souza, lvone Antdnia. (Orientadora). Il. Titulo.

615.1 CDD (20.ed.) UFPE (CCS 2020-211)




CELSO RODRIGUES DE LIRA

AVALIAGAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE FOLHAS DE Psidium guineense SWARTZ EM
CAMUNDONGOS

Dissertacao apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacgéao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Aprovado em: 25/09/2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Ivone Anténia de Souza (Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof.2 Dr.2 Ménica Camelo Pessoa de Azevedo Albuquerque (Examinadora Interna)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof.2 Dr.2 Juliana Pinto de Medeiros (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ter cuidado tdo bem do caminho que me
levou até esse momento, e por ser tdo generoso ao me cercar de pessoas incriveis.

Aos meus pais, Celso e Gizelda, por me ensinarem o valor da dedicagao e da
perseverancga, e por me apoiarem em tudo. Essa conquista é de vocés.

A toda minha familia, em especial minha (fada) madrinha, Geane, sem a qual
definitivamente ndo dado inicio a esse ciclo reacendendo minha inspiracéo pela
ciéncia e pela docéncia.

A minha gangue da graduagdo, Rebeca Araujo e Kamylla Ramos, pelo apoio
incondicional, escuta, amizade e carinho.

Ao meu amor, Neto, com quem ha longos quatro anos divido todos os
momentos, conquistas, alegrias e futuro. Sem té-lo ao meu lado, com toda certeza
esse caminho seria ainda mais dificil.

A Amanda, Rafaela, Enikele, Anico, Fernanda e Ismaela pela confianca,
carinho e suporte no inicio de tudo, revelando docéncia como possibilidade.

A Prof.2 Dr.2 lvone Anténia de Souza, minha orientadora, pelo acolhimento
durante toda a jornada. Obrigado por me inspirar e estimular na pesquisa cientifica e
pela confianca depositada.

Aos amigos do Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia Experimental
(LAFAC), por todo apoio no desenvolvimento do projeto e pelos momentos
partilhados, em especial Marcela, Marilia e Mariana, parceiras em absolutamente
tudo; e Rémulo, por respirar ciéncia e me instigar a ir cada vez mais longe.

Aos IC’s do LAFAC, pelo apoio, compromisso, aprendizado e parceria, em
especial Emanuele e Marcilene, por terem sido minhas maos na pesquisa in vivo; e
Atilio, pelo apoio e disponibilidade de sempre. Gratidao a absolutamente todos vocés!

Aos colegas do LEA, em especial o Prof. Dr. Rafael, Maria de Fatima,
Wellington, Raudney e Camila, por me permitir usufruir de equipamentos e pelos
conselhos sempre que era necessario.

As parcerias de analises de Simone da Paz, Helimarcos Nunes e Prof. Dr. Alex
Benicio pelas horas dedicadas a finalizagao desse projeto.

Ao LIKA, pela permissdo de uso de equipamentos, em especial Janderson,
Gabriel e Rafael Padilha, por terem participado ativamente nesses processos.



A Universidade Federal de Pernambuco, sobretudo ao Programa de Pds-
Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas e todos que o compdem, sobretudo a Nerilin
e Rilvan pela paciéncia, dedicagao e suporte para com todos.

Ao CNPq, pelo apoio financeiro.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para essa conquista.

Muito Obrigado!



“‘Acho que invento a felicidade para compor todas as coisas e nado haver
preocupagOes desnecessarias. [...] O importante € desenvolvermos coisas boas, das
de pensar, sentir ou fazer” (MAE, 2018, p.31).



RESUMO

No arsenal de plantas medicinais usadas como fontes de tratamentos
alternativos das doencas do trato gastrointestinal, principalmente nas sindromes
diarreicas, estdo as do género Psidium. Dentre as mais utilizadas destacamos a
Psidium guajava, conhecida popularmente como goiabeira, bastante estudada
cientificamente para esta finalidade, e Psidium guineense, conhecida como araga,
cuja atividade antidiarreica ndo se encontra na literatura. Partindo de critérios
etnofarmacolégicos e quimiotaxonémicos, investigou-se a atividade antidiarreica do
extrato hidroetandlico das folhas de P. guineense (EHEPQ), e estabeleceu-se sua
dose letal 50%. Na dose letal 50%, dividimos seis camundongos fémeas em dois
grupos, onde um recebeu o EHEPg 2.000 mg/kg por via oral (v.0.), e o outro, veiculo;
esse protocolo foi repetido nas mesmas condicdes. No teste antidiarreico, dividiu-se
56 camundongos machos em sete grupos, dos quais quatro receberam EHEPg nas
doses de 50, 100, 200 e 400 mg/kg por v.o., um recebeu loperamida 3 mg/kg por v.o.
e um recebeu apenas agua destilada, 60 minutos apds o pré-tratamento com o laxante
Oleo de ricino por v.0.; a diarreia nao foi induzida em um grupo. Nenhum camundongo
fémea morreu no teste da dose letal 50%. As doses de 100 e 400 mg/kg do EHEPg
retardaram e diminuiram os episédios diarreicos, das quais a maior delas foi mais
eficaz que o tratamento com loperamida. Concluimos que o EHEPg tem baixa
toxicidade e apresenta atividade antidiarreica satisfatoria. Dessa forma, pode-se

estabelecer formulagbes a partir da Psidium guineense para o tratamento da diarreia.

Palavras-chave: Diarreia. Camundongos. Psidium. Araga. Toxicidade.



ABSTRACT

The genus Psidium includes medicinal plants used as a source of alternative
treatments to gastrointestinal tract diseases, mostly diarrheal syndromes. Among the
species, Psidium guajava, also known as “guava’”, highlight by its popular usage and
massive scientific studies about this property. Psidium guineense, known as “araca”,
is also used for this goal, but as far as we know there is no scientific confirmation about
its antidiarrheal activity. Despite the existence of treatment protocols, diarrhea
diseases are still the eighth leading cause of death worldwide, affecting mostly children
and elderly adults. Medicinal plants are the main source of alternative and
complementary treatment of pathologies. Ethnobotany studies describe the popular
usage of species from the Psidium genus to treat diarrhea. Among them, P. guajava,
also known as guava, is extensively studied for this purpose. Even though cited for its
antidiarrheal property, P. guineense, also known as araga, lacks studies that
demonstrate such activity. Based on ethnopharmacological and chemotaxonomic
criteria, the antidiarrheal activity of P. guineense hydroethanolic leaf extract (EHEPg)
and its lethal dose 50% was assayed. In the lethal dose 50%, six female mice were
divided into two groups; the first one received EHEPg 2,000 mg/kg orally, and the
second one received vehicle. The protocol was repeated in the same conditions. In the
antidiarrheal trial, 56 male mice were divided into seven groups, in which four received
EHEPg 50, 100, 200, and 400 mg/kg orally, one received loperamide 3 mg/kg orally,
and one received distilled water 60 minutes after oral pre-treatment with castor oil. The
diarrhea was not induced in one group. No female mice died during the lethal dose
50% test. The dose of 100 and 400 mg/kg of EHEPg doses reduced the diarrheal start
and the diarrheal episodes. EHEPg 400 mg/kg was more effective than loperamide. It
is concluded that EHEPg has low toxicity and antidiarrheal activity. With these results,

safe antidiarrheal drugs could be done based on Psidium guineense leaves.

Keywords: Diarrhea. Mice. Psidium. Aracga. Toxicity.
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1 INTRODUGAO

A palavra diarreia vem do grego, “diarrhoia”, que significa “fluir por todos os
lados”, em referéncia a perda hidroeletrolitica provocada pelas evacuagdes frequentes
e de consisténcia liquida. As principais preocupacdes acerca da diarreia decorrem das
complicagdes cognitivas e nutricionais causadas por esse sintoma comum a diversas
enfermidades do TGI (PROSS, 2017).

Apesar da reducgao no indice de mortalidade nas ultimas décadas, as doencgas
diarreicas ainda integram o ranking das dez maiores causas de morte a nivel mundial,
vitimando principalmente criangas e idosos (RITCHIE; ROSER, 2018). Patégenos
entéricos sdo os principais agentes causadores da diarreia. Isso explica o fato de
cidadaos de paises em desenvolvimento serem os mais afetados por essa condigao,
dada a escassez de saneamento basico e agua potavel nessas regides (DADONAITE;
RITCHIE; ROSER, 2019; WHO, 2019a, 2019b).

A implementacdo de protocolos frente aos quadros diarreicos visam nao so
reestabelecer o equilibrio metabdlico causado pela perda de fluidos e eletrdlitos, como
também agir sobre a etiologia desses episddios (RIDDLE; DUPONT; CONNOR,
2016). Antimicrobianos, antissecretorios, estimulantes da absorgcéo e inibidores da
motilidade intestinal sdo os principais agentes utilizados nessa terapéutica. Contudo,
efeitos adversos importantes sao observados em pacientes que fazem uso dessas
substéncias, como resisténcia bacteriana, paralisia ileal, constipagdo grave,
problemas cardiacos e encefalopatias (AKEL; BEKHEIT, 2018; DUDINK; MEARIN;
SUKHAI, 2003; WALLEY; MILSON, 1990).

Visando constituir novas abordagens terapéuticas para mitigar os efeitos
colaterais observados, métodos alternativos e complementares estdo sendo
investigados quanto a sua eficacia na terapéutica da diarreia, dos quais se destacam
0s probidticos, as praticas da medicina tradicional chinesa e as plantas medicinais
(ASMAT et al., 2018; SADRAEI; ASGHARI; JAMALI, 2018; YAN et al., 2019). Esta
ultima, em particular, tem papel fundamental na histéria farmacéutica, posto que
registos de utilizacdo de espécies vegetais com propriedades curativas datam de, pelo
menos, sete mil anos atras (HOSSEINZADEH et al., 2015).
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O reino Plantae é uma fonte inexoravel de moléculas e compostos bioativos.
Das estimadas 250.000 espécies vegetais superiores existentes no globo, apenas 6%
foram investigadas quanto as suas propriedades farmacolégicas (HOSSEINZADEH et
al., 2015). Apesar disso, mais de 60% dos farmacos aprovados a nivel mundial
partiram de fontes naturais (BERNARDINI et al., 2018). A exemplo, tem-se a
pilocarpina, extraida das folhas de Pilocarpus spp., usada no tratamento do glaucoma
(ALJARALLAH, 2017); a quinina, conhecido antimalarico extraido da Cinchona
officinalis (JAZAYERI et al., 2014); e um antidiarreico extraido do Croton lechleri, o
crofelemer (GAO et al., 2017).

Estudos etnobotanicos tem sido a principal fonte de busca por taxons com
atividade antidiarreica, na qual o género Psidium tém se destacado (RAWAT; SINGH;
KUMAR, 2017). Psidium cattleyanum, Psidium grandifolium e Psidium guajava sao
algumas das espécies mencionadas por comunidades ao redor do mundo com essa
propriedade (JARADAT; AYESH; ANDERSON, 2016; SANTOS; LIMA; OLIVEIRA,
2014; SUROOWAN; PYNEE; MAHOMOODALLY, 2019). A infusdo das folhas da
Psidium guajava L., descrita por populares como eficaz no tratamento da diarreia
(MAGALHAES et al., 2019), originou pesquisas cientificas que demonstrassem a
atividade farmacolégica das folhas dessa espécie (BORAH; DASH; CHAKRABORTY,
2018). Dessa forma, respostas positivas obtidas para diarreia com espécies do género
Psidium tém despertado interesse para analise cientifica de outras espécies vegetais
deste género.

Psidium guineense Swartz, conhecida popularmente como “aragazeiro’,
destaca-se em territério nacional por sua ampla distribuigdo (JARDIM BOTANICO DO
RIO DE JANEIRO, 2020a). Entre as atividades farmacoldgicas verificadas nessa
espécie estdo antioxidante, antimicrobiana e citotoxica, demonstradas a partir do
extrato dos galhos (NERYS, 2018). Recentemente, a espécie demonstrou também
atividade no TGI, na prevengcdo do desenvolvimento de Ulceras gastricas em
camundongos (SOUSA, 2016). Apesar dos relatos de utilizagdo popular da P.
guineense no tratamento de afecgdes diarreicas (ANESINI; PEREZ, 1993), n&o existe,

até o presente momento, investigagdes cientificas que busquem verificar tal atividade.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antidiarreica do extrato hidroetandlico das folhas de

Psidium guineense Swartz.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e identificar as folhas de Psidium guineense Swartz;

e Obter o extrato hidroetandlico das folhas de P. guineense;

e Realizar a investigagao fitoquimica do extrato hidroetandlico de P. guineense;
e Determinar a toxicidade aguda a partir da Dose Letal 50% (DLso);

e Avaliar a atividade antidiarreica do extrato hidroetandlico de P. guineense.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA INTESTINAL

O TGl é formado por um conjunto de 6rgaos cujas fungdes sao transportar,
digerir e absorver substancias e nutrientes a partir dos alimentos ingeridos. Boca,
esbfago, estdbmago e intestino sdo os principais 6rgaos do TGI, que conta também
com glandulas salivares, pancreas, figado e vesicula biliar como 6rgaos acessorios
(MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY, 2017).

Anatomicamente, o intestino € dividido em dois grandes segmentos
sequenciais denominados intestinos delgado e grosso. O primeiro € subdividido em
duodeno, jejuno e ileo, enquanto o segundo é composto por ceco, célons ascendente,
transverso e sigmoide, reto e anus (MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY, 2017).

Motilidade, secrecgéo, digestdo e absorgao s&o os quatro pilares das fungdes
intestinais. A motilidade controla a mistura, o tempo de permanéncia e a passagem
do bolo alimentar ou quimo pelo TGI. As secre¢des pancreatica, biliar, hidroeletrolitica
e mucosa auxiliam os processos de digestdo alimentar, bem como a absorgédo de
nutrientes. A digestdo age na quebra de macromoléculas em moléculas absorviveis,
e a absorgao, finalmente, capta nutrientes, eletrdlitos e agua do lumen intestinal para
a corrente sanguinea ou linfa (DEANE et al., 2019; KIELA; GHISHAN, 2016).

Cerca de 85% do tecido epitelial intestinal € composto por células absortivas,
(KISHIDA et al., 2017), cuja superficie apical € composta por projecdes
citoplasmaticas, denominada borda em escova, como mostra a figura 2, que
expandem a superficie de contato e otimizam o processo absortivo (ZIMMER et al.,
2016).

Aproximadamente dez litros de fluidos contendo ions e solutos percorrem o
lumen intestinal diariamente, dos quais aproximadamente 85% s&o absorvidos no
intestino delgado (CAMILLERI; SELLIN; BARRETT, 2017). A absorcao desses fluidos
acontece na regiao apical das células absortivas, que transportam Na* em associagao
ao H*, ClI- e HCOs através de transporte ativo, promovendo a absor¢édo de agua. O
gradiente eletroquimico necessario para esse processo € fornecido pela
Na*/K*/ATPase, localizada na membrana basolateral das células absortivas, que

transportam Na* para o meio extracelular e K* para o intracelular (BARRETT, 2015).
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Figura 1 — Fotomicrografia do epitélio de revestimento do intestino delgado corado

com pararrosanilina e azul de toluidina

Célula
Caliciforme

Célula Colunar Absortiva

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO (2008, p. 302).

Nota: Borda em escova (seta) na microscopia 6ptica. Aumento de 400x.

Os principais transportadores do intestino delgado sédo o trocador de Na*/H",
que internaliza Na* e secreta H*; o co-transportador de sddio e glicose, SGLT1, que
utiliza a baixa concentragdo de Na* intracelular para absorver a glicose contra seu
gradiente de concentragéo; e o transportador de CI/HCOs", que troca o ion cloreto
pelo ion bicarbonato. Os trocadores de Na*/H* e de CI/HCOgs" trabalham de maneira
coordenada promovendo a absorgao eletroneutra de NaCl, e, consequentemente, de
agua a partir dos fluidos intestinais (CAMILLERI; SELLIN; BARRETT, 2017).

No colon, além do transporte eletroneutro, ha também canais de Na* e
transportadores de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que captam principalmente
0os AGCC provenientes do metabolismo da microbiota comensal (KIELA; GHISHAN,
2016). Os processos absortivos sdo modulados por segundos mensageiros, como
Ca*? e cAMP, cujo aumento intracelular leva a inibigdo da absorgéo, conforme ilustra
a figura 3 (THIAGARAJAH; DONOWITZ; VERKMAN, 2015).

Apesar da nomenclatura, as células absortivas também realizam secregao
hidroeletrolitica, o que fluidifica o conteudo luminal, facilitando os processos digestivo
e absortivo (CAMILLERI; SELLIN; BARRETT, 2017). Tal mecanismo secretor &
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embasado no transporte transcelular de ions cloreto e sua posterior absorcao através
do transportador basolateral Na*/K*/2CIl-. As condi¢cbes eletroquimicas para essa
captagcédo € igualmente fomentada pela Na*/K*/ATPase e por canais de potassio
situados na membrana basolateral das células absortivas (CAMILLERI; SELLIN;
BARRETT, 2017). Os ions cloreto presentes no citosol sdo entdo secretados por
canais de cloro dependentes de cAMP e cGMP e Ca*, denominados CFTR, e por
canais de CI dependentes de calcio, denominados CaCC, presentes na membrana
apical. Esses processos podem ser melhor compreendidos através da figura 3
(THIAGARAJAH; DONOWITZ; VERKMAN, 2015).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos processos absortivo e secretério

hidroeletrolitico das células epiteliais intestinais

Absorcao Secrecdo

Na*

SGLTI  DRA  NHE H,0
Na+ li€0secl- Na+  Na+ SCFA A a- o

LA LA ENaC CFTR A CaCC A

i T
HCO;~ H* Na* Jungao
7 oclusiva
/ % A\ y / \\\
Z
e S G ST SPESSEUE

1

2CI-
2K+ 2K*  Na' ) K* K*
- |~ VAN -
] ;0 ]
3Na* Cl- 3Na* NKCC Canal de
Na*/K*-ATPase Na*/K*-ATPase K*
Circulacao

Fonte: THIAGARAJAH; DONOWITZ; VERKMAN (2015). Adaptado.

Notas: “SGLT1” — co-transportador de sédio e glicose; “DRA” — transportador de CI-/HCO3; “NHE3” —
trocador de Na*/H*; “SCFA” — acidos graxos de cadeia curta; “ENaC” — canal de sédio; “cAMP” —
monofosfato de adenosina ciclico; “cGMP” — manofosfato de guanina; “CFTR” — canais de cloro
dependentes de cAMP e cGMP e Ca*; “CaCC” — canal de cloro dependente de calcio; “NKCC” —
transportador de Na*/K*/2ClI-.

A motilidade, ao modular o tempo de permanéncia e a mistura do conteudo

luminal em cada segmento intestinal, tem papel fundamental no processo absortivo e
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digestivo. Os intestinos sao constituidos por duas camadas de tecido muscular liso
dispostas paralelamente. A camada mais interna é formada por fibras que circundam
os intestinos e reduzem o seu lumen quando contraidas; por sobre essa, estdo as
fibras longitudinais, cujas contra¢cdes culminam na redugdo do comprimento intestinal
(MIRJALILI et al., 2019). Apesar da divisdo anatémica, as fibras musculares circular e
longitudinal agem em conjunto através de contragdes e relaxamentos coordenados e
controlados pelo sistema nervoso entérico (SNE) por meio do plexo nervoso
mioentérico, localizado entre as duas camadas. Esses movimentos controlam a
mistura do quimo com as secrec¢des digestivas através das chamas segmentacdes e
contracdes isoladas, e o transporte do conteudo luminal por movimentos de peristalse
(DEANE et al., 2019).

O SNE pode ser definido como uma terceira divisdo do sistema nervoso
autonémico (SNA), que controla o TGl de forma independente do sistema nervoso
central (SNC), embora estabelega comunicagao bilateral com ele através das vias
simpatica e parassimpatica. O SNE é composto por génglios de inervagdes intrinsecas
que recebem informagdes tanto do SNC, como do préprio TGl através de mecano e
quimiorreceptores (RAO; GERSHON, 2016, 2018).

O plexo mioentérico € composto por trés tipos de neurdnios: motores, aferentes
primarios intrinsecos e interneurdnios. Os neurdnios motores podem ser excitatorios
ou inibitorios, agindo através da liberagdo de acetilcolina ou oxido nitrico,
respectivamente; os neurdnios aferentes primarios intrinsecos respondem a estimulos
quimicos do lumen através da Substancia P, um neuropeptideo excitatorio das fibras
musculares; e os interneurdnios utilizam a acetilcolina e a serotonina para transmitir
os estimulos para todo o TGl (BARRETT, 2015; RAO; GERSHON, 2018).

2.2 DIARREIA

A diarreia é definida como a apresentacado de mais de 2 evacuacdes de carater
urgente e consisténcia liquida no intervalo de 24h (WHO, 2017). Com base no tempo
de duracgao, esta pode ser classificada como aguda, com durabilidade menor que 14
dias (BRANDT; DE CASTRO ANTUNES; DA SILVA, 2015); persistente, durando 14
dias ou mais (DUPONT, 2016); ou crbnicas, quando ultrapassam 4 semanas
(SCHILLER; PARDI; SELLIN, 2017).
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2.2.1 Fisiopatologia da doencga diarreica

Quando os processos de absorgao e secregao do TGl entram em desarranjo,
seja pela secregao excessiva de eletrélitos, ou pela absorgao prejudicada de agua e
solutos, tem-se o desenvolvimento de episodios diarreicos (THIAGARAJAH;
DONOWITZ; VERKMAN, 2015). Os principais mecanismos envolvidos, bem como

suas exemplificacdes, estdo descritos a seguir.

2.2.1.1 Diarreia osmotica

A diarreia osmotica ocorre quando ha incapacidade absortiva do epitélio
intestinal a um determinado soluto, seja ela intrinseca ou adquirida. A permanéncia
desse soluto no lumen intestinal eleva o gap osmético intraluminal para valores acima
de 100 mOsm (THIAGARAJAH et al., 2018). O gap osmatico intraluminal € calculado
a partir da seguinte férmula:

Gap osmodtico intraluminal = osmolaridade sérica — 2 x (Na* fecal + K* fecal)

A intolerancia a lactose, por exemplo, gera episodios diarreicos devido a
incapacidade de producgao da lactase, enzima responsavel por hidrolisar a lactose nos
monossacarideos glicose e galactose, absorviveis. Como resultado, tem-se o acumulo
intraluminal de lactose, elevando o gradiente osmoético (ROSADO, 2016). Doengas
congénitas também podem causar diarreia osmotica, como ocorre na doenga da
inclusdo dos microvilos, caracterizada pela auséncia da borda em escova nas células
absortivas. Com as microvilosidades presas em corpos de inclusdes, tais células nao
executam a absorcdo adequadamente, o que eleva a osmolaridade intraluminal e
propicia grave diarreia nos pacientes portadores (ZIMMER et al., 2016).

A hipermotilidade intestinal, como a ocasionada por toxinas e laxantes, também
pode levar a diarreia osmotica, uma vez que a motilidade é crucial no desempenho
absortivo do epitélio intestinal (CRAWFORD et al., 2017; TUNARU et al., 2012). A
passagem acelerada do quimo nos diferentes seguimentos intestinais dificulta a
incorporagao de fluidos e nutrientes pelas células absortivas, gerando um quadro
diarreico (THIAGARAJAH; MARTIN, 2019).
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2.2.1.2 Diarreia relacionada ao transporte de eletrélitos

A diarreia relacionada ao transporte de eletrdlitos (DRTE) é causada pelo
aumento da secre¢ao ou diminuigao na absorcao de Na*, K*, H* Cl- e HCOs. As altas
concentragdes de ions no lumen intestinal estimula a secre¢cdo de agua, gerando um
valor de gap osmaético intraluminal abaixo de 50 mOsm (THIAGARAJAH et al., 2018).

As principais causas de DRTE sao as infec¢des por patégenos néo invasivos,
e, menos frequentemente, as doengas congénitas. Na infeccdo pelo Rotavirus, as
células hospedeiras produzem e secretam a enterotoxina viral NSP4, que sinaliza o
aumento intracelular de Ca*. Como consequéncia, tem-se a secrecdo excessiva de
ions cloreto mediada por CaCC e CFTR, e a secrec¢ao de serotonina pelas células
enteroenddcrinas, estimulando a motilidade intestinal (CRAWFORD et al., 2017). De
modo similar, as toxinas produzidas pelas bactérias Vibrio cholerae e Escherichia coli
enterotoxigénica causam diarreia através da estimulagdo da secregao de ions cloreto
(GOMES et al., 2016; WEIL; BECKER; HARRIS, 2019). Ambas as toxinas termolabil
e termoestavel da Escherichia coli enterotoxigénica reduzem ainda a absorgéo de Na*,
potencializando o efeito diarreico (GOMES et al., 2016).

Atualmente, a pandemia causada pelo Coronavirus 2 da sindrome respiratoria
aguda grave também tem sido a causa de episédios diarreicos em até 50% dos
pacientes infectados. Isso provavelmente se deve a presenga da enzima conversora
de angiotensina no epitélio intestinal, usada por esse virus para adentrar nas células
e realizar seu ciclo de replicagcdo. O mecanismo exato no qual o virus induz a diarreia,
no entanto, permanece incerto (D’AMICO et al., 2020).

Entre as causas menos frequentes de DRTE, estdo as de origem congénita,
sendo a mais estudada a diarreia congénita por cloreto. Nessa doenga, os genes do
transportador de CI/HCO3s estdo mutados, tornando-o incapaz de absorver ions
cloreto e de secretar HCOs". Como resultado, ha a formagao de fezes diarreicas acidas
e ricas em CI (SEIDLER; NIKOLOVSKA, 2019).

2.2.1.3 Diarreia inflamatoria

Processos inflamatodrios, sejam causados por doengas autoimunes, como
doenca de Crohn e colite ulcerativa (ROSEN; DHAWAN; SAEED, 2015), sejam as de
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origem infecciosa, como as ocasionadas por Escherichia coli enteroinvasiva (GOMES
et al., 2016), Salmonella spp. (BULA-RUDAS; RATHORE; MARAQA, 2015) e
Campylobacter spp. (FACCIOLA et al., 2017), levam & destruicdo das células
absortivas, causando ao mesmo tempo um quadro de diarreia osmaética e de DRTE.
O processo inflamatério induz ainda a perda de proteinas, muco e sangue através das

fezes, caracteristicos da diarreia disentérica (SHANKS, 2016).

2.2.2 Oleo de ricino

O dleo de ricino, caracterizado pela coloragao amarelo clara e alta viscosidade,
€ originario das sementes de Ricinos communis Linn., a “mamona”, onde perfaz cerca
de 50% do seu peso seco (PATEL et al., 2016). O dleo de ricino € extensivamente
empregado no estudo de drogas e compostos antidiarreicos devido a potente
atividade laxante exercida sobre o TGl (EJEH; ONYEYILI; ABALAKA, 2017; MAIGARI
et al., 2016; NEGREIROS et al., 2019).

Cerca de 90% desse 6leo é formado pelo acido 12-hidroxi-9-octadecenoico, um
acido graxo insaturado hidroxilado mais conhecido como acido ricinoleico (CHAUKE;
MUKAYA; NKAZI, 2019; NERI et al., 2018). Quando administrado por via oral, o éleo
de ricino sofre a acdo emulsificante dos acidos biliares, e catalitica das enzimas
pancreaticas, liberando glicerol e acido ricinoleico (WATSON et al., 1963). A
estimulacao da motilidade, associada ao desbalango secretdrio/absortivo culmina no
efeito laxante desse composto.

Uma vez livre no lumen intestinal, o acido ricinoleico € assimilado pelas células
absortivas e reduz tanto a absorcido de Na* e K*, como a atividade da Na*/K*/ATPase,
provocando o acumulo de liquidos no lumem intestinal (PHILLIPS et al., 1965;
WATSON et al., 1963). Além disso, o acido ricinoleico estimula a liberagdo da
prostaglandina E2 e age também em seus receptores EP3 do musculo liso (BEUBLER,;
JUAN, 1979; GAO; SUN; WANG, 1999; TUNARU et al., 2012). Tais agbes resultam
na estimulacado da motilidade intestinal e da secrecao de CI', e na inibicdo da absorcao
de Na* (AL-AWQATI; GREENOUGH, 1972).

Outro mecanismo de agéo envolvido no efeito diarreico do acido ricinoleico € a

estimulacao da liberagao de oxido nitrico, que aumenta a permeabilidade das células
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do TGl ao Ca?* (SADRAEI; ASGHARI; JAMALI, 2018) e regula a produgdo de
prostaglandinas (KIM, 2011).

2.2.3 Dados Epidemiolégicos

Nos ultimos 30 anos se tém observado uma diminuigdo progressiva na
incidéncia de casos e, consequentemente, no numero de 6bitos ocasionados por
doencas diarreicas em ambito global. Apesar do recuo, elas ainda ocupam o 8° lugar
no ranking das principais causas de morte do mundo, caindo apenas duas posigdes
em trés décadas (RITCHIE; ROSER, 2018). Segundo o levantamento mundial
realizado por Dadonaite, Ritchie e Roser (2019), cerca de 1,6 milhdo de pessoas
morreram em 2017 em decorréncia de doencas diarreicas. Dessas, aproximadamente
1,4 milhdo ocorreram em paises do sul asiatico e da Africa subsaariana, como mostra
a figura 1, perfazendo cerca de 87% do total de mortes naquele ano (DADONAITE;
RITCHIE; ROSER, 2019).

Figura 3 — Mortes por 100.000 pessoas em razao de doengas diarreicas em 2017
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Source: IHME, Global Burden of Disease (GBD) OurWorldInData.org/diarrheal-diseases « CC BY

Fonte: DADONAITE; RITCHIE; ROSER (2019).

Sabe-se que o0s grupos mais vulneraveis a essa condi¢gdo patolégica sao
criangas e idosos. Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS, 2017), 1,7 bilh&do
de infantes apresentam episodios diarreicos pelo menos uma vez ao ano; entre as
criangas com idade inferior a trés anos, estima-se que essa frequéncia seja trés vezes

maior. Durante décadas essas foram as principais vitimas da diarreia, representando
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a terceira maior causa de morte entre criangas menores de 5 anos (RITCHIE; ROSER,
2018). A partir de 2015, no entanto, essa ocorréncia passou a acometer
majoritariamente idosos acima de 70 anos, levando a obito 627.021 deles no ano de
2017, seguido pelas criangas menores de cinco anos, com mais de meio milhdo de
mortes (DADONAITE; RITCHIE; ROSER, 2019).

Seguindo a tendéncia mundial, de 1990 a 2017 o Brasil reduziu em 84,66% o
numero de 6bitos por diarreia (DADONAITE; RITCHIE; ROSER, 2019). Ainda assim,
mais de 125 milhdes de brasileiros apresentaram episddios diarreicos em 2017, dos
quais 6.562 vieram a 6bito (ROTH et al., 2018). Os mais atingidos foram idosos acima
de 70 anos e criangas abaixo de cinco anos, respectivamente, conforme observado a
nivel global. 64,62% dessas mortes foram ocasionadas por diarreia infecciosa, onde
o Rotavirus foi o principal agente etioldgico, seguido por Shigella spp., Norovirus,
Clostridium difficile, Cryptosporidium spp., Vibrio cholerae, Campylobacter spp.,
Entamoeba histolytica, Salmonella nao-tifoide, Escherichia coli enterotoxigénica,
Adenovirus, Aeromonas spp. e E. coli enteropatogénica (ROTH et al., 2018).

Grande parte das mortes causadas por diarreias infecciosas poderiam ser
evitadas pelo acesso a agua potavel, saneamento basico e medidas de higiene
adequadas. No Brasil, pouco mais da metade da populacéo dispde de tratamento de
esgoto (BRASIL, 2019). As regides brasileiras mais atingidas pela falta de servigos de
saneamento sdo as Norte e Nordeste com, respectivamente, apenas 10,24% e
26,87% dos brasileiros contemplados por esses servigos (BRASIL, 2019). Essas
regides foram responsaveis por mais da metade das internag¢des por diarreia no pais
em 2018, custando aproximadamente R$ 49,5 milhdes em despesas de tratamento
de saude (ITB, 2018). Segundo dados da OMS (2019b), para cada $1,00 gasto com
politicas de saneamento, se tem um retorno de $5,50 devido a diminuicdo de gastos

com saude, diminuicdo das mortes prematuras e aumento da produtividade.

2.2.4 Tratamento

Tratando-se da diarreia, a maior preocupacao dos profissionais de saude € em
relacdo as consequéncias cognitivas causada pela perda hidroeletrolitica, sobretudo
nos grupos mais acometidos e, ndo obstante, mais vulneraveis, uma vez que o

tratamento inadequado pode levar o individuo a 6bito (WHO, 2017). Dessa forma, o
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tratamento primario visa reestabelecer liquidos e eletrdlitos, bem como reduzir os
episodios diarreicos (DADONAITE; RITCHIE; ROSER, 2019; PROSS, 2017; WHO,
2017).

2.2.4.1 Terapia de reidratagao oral e intravenosa

A escolha entre terapia de reidratagéo oral (TRO) ou intravenosa (TRI) se
baseia a partir de avaliacbes clinicas que levam em consideracdo, dentre outros
sinais, o estado mental, a frequéncia cardiaca, a pulsagéo, a perda de peso e o turgor
da pele (SANTILLANES; ROSE, 2018).

Pacientes apresentando irritabilidade, elevagcdo da frequéncia cardiaca,
pulsacado diminuida, perda de peso entre 3% e 9% e turgor da pele abaixo de dois
segundos sdo considerados moderadamente desidratados (SANTILLANES; ROSE,
2018). Nesse caso, o tratamento de escolha € a TRO, uma solugédo de 245 mOsm/L
contendo glicose, sddio, potassio, cloreto e citrato (OFEI; FUCHS, 2019; WHO, 2017).
A TRO promove a reidratacao dos pacientes através do SGLT1, e formacdo de um
gradiente osmotico pela absorgéo paracelular de ions cloreto, estimulando a absorgéo
de agua (OFEI; FUCHS, 2019; THIAGARAJAH; DONOWITZ; VERKMAN, 2015). A
suplementacdo de Zn* nesses pacientes também se mostrou efetiva por reduzir o
numero de episddios diarreicos (YAZAR; GUVEN; DINLEYICI, 2016), fazendo parte
das recomendagdes da OMS para TRO (WHO, 2017).

Pacientes com sinais de letargia, taquicardia, pulsagao fraca, perda de peso
acima de 10% e turgor da pele acima de dois segundos sdo considerados
severamente desidratados e demandam a TRI (SANTILLANES; ROSE, 2018; WHO,
2017). A solugao isotbnica de NaCl a 0,9% é a escolhida nesses casos, que
demandam reidratac&o rapida e eficiente (SANTILLANES; ROSE, 2018; WEINBERG
et al., 2016).

A TRO e a TRI objetivam repor a perda hidroeletrolitica, mas sozinhas nao
resolvem os episddios diarreicos. Para isso, € necessario o0 emprego de agentes que
atuem tanto sobre as possiveis causas dessa condi¢ao, a exemplo dos antibidticos,
bem como agentes que visem reduzir a frequéncia de evacuagdes e a perda
hidroeletrolitica, tal qual os agentes antissecretérios e antimotilidade (RIDDLE;
DUPONT; CONNOR, 2016).
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2.2.4.2 Antimicrobianos, probioticos e bacteriéfagos

Embora as infecgdes sejam a principal causa de desenvolvimento de diarreia,
0 uso empirico de antibidticos deve ser desestimulado, uma vez que a maioria das
diarreias infecciosas sdo de origem viral (ROTH et al., 2018). No intuito de evitar a
resisténcia microbiana, o emprego de antibiéticos € recomendado apenas em
episodios sabidamente causados por bactérias, como na desinteria e na diarreia do
viajante, condicdo que afeta visitantes de paises menos desenvolvidos (TRIBBLE,
2017). O uso desses agentes deve ter duragdo maxima de trés dias, a depender da
persisténcia dos sintomas, e associado a um agente antimotilidade (CONNOR, 2019).

QOutra problematica do uso inapropriado de antimicrobianos é a criagdo de um
ambiente propicio ao estabelecimento de patdogenos no epitélio intestinal pela
deplecdo da microbiota comensal. Estudos clinicos recentes tém investigado a
aplicagao de probidticos contendo espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium e
Saccharomyces no tratamento de diarreias infecciosas e diarreias associadas ao uso
de antibioticos, bem como seus usos no reestabelecimento da microbiota intestinal
(ALBERDA et al., 2018; ASMAT et al., 2018; BARKER et al., 2017).

Um levantamento bibliografico de estudos clinicos randomizados realizado por
Sniffen e colaboradores (2018) demonstrou que, apesar de reduzir os episodios
diarreicos, a eficacia dos probidticos varia de acordo com sua formulacdo, cepa
utilizada e tipo de doencga diarreica. Uma outra saida em potencial no tratamento de
infeccbes entéricas por bactérias € pela aplicagdo de bacteriéfagos patdgeno-
especificos. Tal utilizagdo também tem se mostrado promissora em testes in vitro
(BOLOCAN et al., 2016), mas sua aplicagao clinica ndo foi bem sucedida em diarreias

infecciosas causadas por Escherichia coli em criangas (SARKER et al., 2016).

2.2.4.3 Agentes antimotilidade

Os agentes antimotilidade, por definicdo, atuam reduzindo a propulsao
intestinal, o que permite um contato prolongado entre o quimo e a mucosa, otimizando
a absorgao de fluidos e eletrolitos (THIAGARAJAH; DONOWITZ; VERKMAN, 2015).
O farmaco mais conhecido dessa classe € o loperamida, um agonista de receptores
opioides (RIDDLE; DUPONT; CONNOR, 2016; THIAGARAJAH; MARTIN, 2019). No
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TGI, esses receptores sao expressos nos plexos nervosos, e sua ativacao inibe canais
de Ca* e ativa canais de K*, o que diminui a liberacdo dos neurotransmissores
excitatérios acetilcolina e Substancia P. Dessa forma, ha tanto uma redugdo na
motilidade, como na secregdo de agua e eletrolitos, o que culmina na redugdo dos
episodios diarreicos (GALLIGAN; STERNINI, 2016; THIAGARAJAH; MARTIN, 2019).

Por ser o agente antimotilidade mais empregado no tratamento da diarreia, o
loperamida é muitas vezes prescrito e utilizado de forma excessiva, tornando-se uma
preocupacdo (GUNNARSDOTTIR et al., 2018). Entre os efeitos colaterais do
loperamida no TGl estdo constipagao grave, ileo paralitico e mega célon (DUDINK;
MEARIN; SUKHAI, 2003; LABORATORIO GLOBO LTDA., 2014; WALLEY; MILSON,
1990). Apesar de sua baixa agcédo no sistema nervoso central, esse farmaco também
tem sido utilizado para atenuar sintomas de abstinéncia a opioides, o que pode causar
problemas cardiacos e morte (AKEL; BEKHEIT, 2018; WU; JUURLINK, 2017).

Antagonistas dos receptores tipo trés de serotonina, como alossetrona, também
reduzem a secrecao e a motilidade intestinal, sendo os farmacos de escolha no
tratamento das diarreias crdnicas causadas por doencas inflamatérias intestinais,
como a sindrome do intestino irritavel, devido a superexpressao desses receptores
em seus portadores (BROWNING, 2015; ZHENG et al., 2017). Algumas analises,
porém, concluiram que o uso desse farmaco esta relacionado ao desenvolvimento de
colite isquémica, ainda que rara (CHANG et al., 2006; TONG et al., 2013).

2.2.4.4 Agentes antissecretorios

Entre os agentes antissecretorios, os mais conhecidos sdo o bismuto
subsalicilado e a racecadotrila (RIDDLE; DUPONT; CONNOR, 2016). O bismuto
subsalicilado age através da parte salicilada do seu composto, inibindo a secrecéo de
ions cloreto e estimulando a absor¢édo de sdédio (THIAGARAJAH; DONOWITZ;
VERKMAN, 2015). Estudos recentes tém demonstrado que esse composto também
apresenta atividade frente a patdgenos indutores da diarreia infecciosa, podendo
auxiliar na redugéao do uso de antibioticos nesses casos (BOWEN et al., 2019; PITZ
et al., 2015). A despeito dos efeitos benéficos, o uso prolongado dessa substancia
pode causar neurotoxicidade (BORBINHA et al., 2019).
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A acao antissecretéria da racecadotrila, juntamente com seu metabdlito ativo,
o tiorfano, se da por meio da preservacao das encefalinas (KANG et al., 2016). A
inibicdo das encefalinases promovida pelo farmaco aumenta a concentragdo das
encefalinas endogenas, que agem em receptores opioides inibindo a secregéo
(EBERLIN et al., 2018). Tal atividade, porém, parece nao ser eficaz em casos de
diarreia aguda em criangas menores de cinco anos (EBERLIN et al., 2018).

O crofelemer, um fitofarmaco extraido da espécie Croton lechleri, € um
oligbmero de proantrocianidina bloqueador dos canais de cloro dependentes de AMP
ciclico e Ca* situados na membrana apical das células intestinais (TRADTRANTIP;
NAMKUNG; VERKMAN, 2010). Esse agente antissecretério € o de escolha no
tratamento da diarreia crénica de portadores do virus da imunodeficiéncia humana
causada por antirretrovirais, sendo aplicado também na terapia da diarreia do viajante
(DIKMAN et al., 2015; NEE et al., 2019). Estudos recentes tém buscado ainda
investigar a eficacia do crofelemer frente a diarreia induzida por quimioterapicos em
diferentes tipos de cénceres (GAO et al., 2017; VAN SEBILLE et al., 2018).

2.2.4.5 Plantas medicinais com atividade antidiarreica

Diversos levantamentos etnobotanicos demonstraram a utilizagao de espécies
vegetais no tratamento de afe¢des diarreicas por comunidades no Brasil e no mundo
(CHOUDHURY et al., 2015; JARADAT; AYESH; ANDERSON, 2016; RIBEIRO et al.,
2017). Esses estudos deram origem a investigagdes cientificas que buscaram
fundamentar e atestar o uso, bem como estabelecer doses seguras e isolar
metabdlitos ativos, a exemplo do composto crofelemer, descrito previamente (EJEH;
ONYEYILI; ABALAKA, 2017; KAUR; SINGH; KUMAR, 2014; MAIGARI et al., 2016).

Rawat, Singh e Kumar (2017) realizaram um levantamento de,
aproximadamente, 110 espécies botanicas com propriedades antidiarreicas testadas
in vivo. Atividades antissecretdria, antimotilidade, antimicrobiana, estimuladora da
absorcao intestinal, antiespasmodica e antiperistaltica foram evidenciadas nesses
taxons através das vias nitrérgica, adrenérgica, serotoninérgica e por inibicdo ou
ativagao de canais idnicos. Entre as espécies destacadas esta a Psidium guajava,
cuja aplicacdo em testes clinicos demonstrou reduzir os episodios diarreicos, inclusive
em pacientes infectados por Rotavirus (LOZOYA et al., 2002; WEI; LI; CHEN, 2000).
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2.3 FAMILIA Myrtaceae e GENERO Psidium

A Myrtaceae € uma das mais ricas e diversas familias botanicas descritas no
mundo, contando com aproximadamente 6.000 espécies distribuidas em 132 géneros
(APG, 2016; CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). Sua subclassificagdo nas subfamilias
Psiloxyloideae e Myrtoideae, baseada em aspectos genéticos e caracteristicas
botanicas, descrevem também sua distribuicdo geografica. A primeira inclui as
mirtaceas concentradas no sudeste do continente africano, integrando as tribos
Psiloxyleae e Heteropyxideae. A subfamilia Myrtoideae, por sua vez, esta amplamente
distribuida pelo globo terrestre, sobretudo na Oceania, Africa Subsaariana, sudoeste
asiatico e América Latina (THORNHILL et al., 2015).

A tribo Myrteae, uma das 15 tribos que compde a subfamilia Myrtoideae, se
destaca pela riqueza em diversidade que agrega a familia Myrtaceae.
Aproximadamente metade das mirtaceas identificadas atualmente compéem os 50
géneros que constituem essa tribo. Além disso, todos os taxons identificados em
territorio brasileiro pertencem a tribo Myrteae (LUCAS et al., 2019; THORNHILL et al.,
2015; VASCONCELOS et al., 2017b; WILSON et al., 2005).

No Brasil estao presentes 23 géneros e aproximadamente 1/6 das espécies de
mirtaceas identificadas no mundo, das quais cerca de 80% sao endémicas. Dada sua
grandiosidade em taxons, a familia Myrtaceae esta entre as dez maiores familias de
angiospermas identificadas no Brasil (BFG, 2015). E possivel encontrar exemplares
nas cinco regides brasileiras, sobretudo nas regides Sudeste e Nordeste por
concentrarem o maior numero de espécies. Isso porque o dominio fitogeografico
brasileiro que abriga a maior parte das mirtaceas é a Mata Atlantica (54,08%), seguido
pelo Cerrado (19,40%), Amazobnia (17,11%), Caatinga (7,56%), Pampa (1,22%) e
Pantanal (0,61%) (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2020b). Os géneros
identificados no Brasil, bem como a quantidade de espécies correspondentes e sua
distribuicao territorial estdo dispostos na tabela 1.

O género neotropical Psidium L. € o 4° maior representante e um dos mais
relevantes na familia Myrtaceae em territorio nacional. Isso é atribuido a sua
diversidade botéanica, onde aproximadamente 65% das espécies desse género estao
distribuidas pelo Brasil (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2020c;
PROENCA; FARIA; MAZINE, 2017; WCSP, 2020).
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dos

géneros
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da familia Myrtaceae e seus

respectivosquantitativo de espécies em territorio nacional

Géneros lelm(:)r(.) de Unidades Federa.tivas com Espécies
espécies Confirmadas

Eugenia L. 387 Todo territério brasileiro

Myrcia DC. 296 Todo territorio brasileiro

Calyptranthes Sw. 68 Todo territério brasileiro, exceto MS e PI

Psidium L. 65 Todo territério brasileiro

Campomanesia Ruiz & Pav. 36 Todo territério brasileiro

Plinia L. 33 Todo territério brasileiro, exceto RR, RO, MA, PI,

PB, SE, MT, DF e GO

Myrceugenia O. Berg 32 BA, DF, GO, MG, ES, SP, RJ, PR, SC e RS

Marlierea Cambess 29 TO, PE, BA, MG, ES, SP, RJ, PR, SC e RS

Myrciaria O. Berg 22 Todo territério brasileiro, exceto AP, PB e SE.

Neomitranthes Kausel ex RN, PB, AL, SE, BA, MG, ES, SP,RJ, PR, SC e

D.Legrand 15 RS

Calycolpus O. Berg 10 AM, PA, RO, TO, AL, BA, MA, SE, GO e MG

Siphoneugena O. Berg 9 AM, PA, BA, MT, DF, GO, MG, ES, SP, RJ, PR,
SCeRS

Myrcianthes O.Berg 7 RR, PE, SE, DF, GO, MRSS, MG, SP, RJ, PR, SC e

Blepharocalyx O. Berg 4 AM, BA, DF, GO, Mgél\gTéCE;S’ MG, RJ, SP, PR,

Syzygium Gaertn. 3 AM, RR, PE, BA, MG, ES, SP, RJ, PR, SC e RS

Algrizea Proenga & NicLugh 2 BA e PE

Acca O. Berg 1 MG, RJ, SP, PR, RS e SC

Accara Landrum 1 MG

Curitiba Salywon & Landrum 1 PR e SC

Myrrhinium Schott 1 ES, RJ, SP, PR, SC e RS

Myrteola O. Berg 1 AM

Pimenta Lindl. 1 BA, DF, GO, MS, MG, ES, SP, RJ, PR, SC e RS

Ugni Turcz. 1 AM

Fonte: JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO (2020a).

Notas: “AC” - Acre; “AL” - Alagoas; “AM” - Amazonas; “AP” - Amapa; “BA” - Bahia; “CE” - Ceara; “DF”
- Distrito Federal; “ES” - Espirito Santo; “GO” - Goias; “MA” - Maranhao; “MG” - Minas Gerais; “MS” -
Mato Grosso do Sul; “MT” - Mato Grosso; “PA” - Para; “PB” - Paraiba; “PI” - Piaui; “PR” - Parana; “RJ”
- Rio de Janeiro; “RN” - Rio Grande do Norte; “RO” - Rondbnia; “RR” - Roraima; “RS” - Rio Grande do
Sul; “SC” - Santa Catarina; “SE” - Sergipe; “SP” - Sdo Paulo; e “TO” - Tocantins.

A palavra Psidium deriva do grego “Psidion”, que significa morder ou triturar,

em referéncia aos saborosos frutos produzidos pela maioria das espécies do género

(DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Essa caracteristica confere importancia econémica
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ao género Psidium, devido a vasta utilizagao desses frutos pelas agroindustrias e
industria alimenticia, sobretudo para confeccao de doces e geleias (RIBEIRO, 2018).

Outro fator interessante do ponto de vista econdmico compete as
caracteristicas botanicas de suas flores. Apesar de hermafroditas, as flores do género
Psidium nao realizam autopolinizacdo, fazendo-se necessario a agao dispersores
naturais (GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2007; SOARES-SILVA; PROENCA,
2008). Acredita-se que as abelhas sejam os principais agentes polinizadores do
género, sendo atualmente empregadas em atividades apicolas e meliponicolas
(ALMEIDA; REIS, 2017; FRANZON et al., 2009).

Na comunidade cientifica, o género Psidium adquiriu importancia pelas
atividades farmacoldgicas demonstradas por suas espécies. Diversos estudos tém
reportado a utilizagdo popular de taxons deste género com fins terapéuticos através
do uso de partes aéreas, frutos, caules, brotos, entre outros, na forma de infusdes
elou decocgdes (CROVETTO, 2012; CRUZ; KAPLAN, 2004; MAGALHAES et al.,
2019; PEREIRA et al., 2018; SCHULTES; RAFFAUF, 1986). Aproximadamente 20
das 65 espécies do género Psidium encontradas no Brasil foram investigadas quanto
ao potencial farmacoldgico, tomando como base seus usos etnofarmacoldgicos, ou
estudos quimiotaxonémicos. As atividades relatadas vao desde o tratamento de uma
condicéo febril até propriedades antitumorais, conforme é exposto na tabela 2.

Cerca de 50% das espécies descritas na tabela 2 apresentam indicagdes de
uso popular no tratamento desordens do TGI. Frutos, cascas, brotos, mudas e
majoritariamente folhas s&o as partes utilizadas para fins antidiarreicos, em
preparagdes como infusdes e extratos vegetais. Nota-se que mesmo diante desses
relatos, o numero de espécies desse género estudadas cientificamente para atividade
antidiarreica ainda é considerado baixo.
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Espécies Nome Vernacular Preparagao Parte da planta Indicagdes de Uso Medicinal Referéncia
o ) L Infuséo Raiz Antidiarreico, Dores abdominais Landrum (2016)
Psidium Araca, Araga-boi, . ] . .
o . Decoccao Partes aéreas  Malaria Houél et al., (2015)*

acutangulum DC. Araga-goiaba, goiabana )

- Folhas Hemorroida Schultes; Raffauf, (1986)

Araga-do-campo, araga- Decocgéo Casca Antidiarreico; Crovetto, (2012);
Psidium australe
fumaca, araga-de-folha- Takao; Imatomi; Gualtieri,
Cambess. Infusado Folhas Antioxidante
marrom (2015)*
Morais-Braga et al.,
- Broto Gripe
(2016)*

Extrato Folhas Anti-Leishmania De Souza et al., (2017)*

Psidium brownianum
Aracga-pedra Extrato,

Mart. ex DC. .

Decocgéo e Folhas Anti-Trypanossoma Machado et al., (2018)*

Infusado

Oleo Essencial Folhas Analgésica Sampaio et al., (2020)*

Psidium cattleyanum

Sabine

Araga,
Araga-amarelo, Araca-
de-coroa

Oleo Essencial
Extrato, Oleo
Essencial

Extrato

Extrato

Extrato

Brotos, cascas
Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Fruto

Fruto

Antidiarreico
Antidiarreico

Antifungico, Antioxidante
Antimicrobiana

Analgésica
Antioxidante, Anti-hiperglicemiante

e antidislipidemiante

Anticancer, Anti-inflamatério e Anti-

idade

Cruz; Kaplan, (2004)
Souza et al., (2004)
Castro et al., (2015)*

Scur et al., (2016)*

Alvarenga et al., (2013)*
Ribeiro et al., (2014)*;
Cardoso et al., (2017)*

Pereira et al., (2018)
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Tabela 2 — Nomes vernaculares e indicagdes de uso medicinal de espécies do género Psidium (continuagao)

Espécies Nome Vernacular Preparagao Parte da planta Indicagdes de Uso Medicinal Referéncia
o Araca,
Psidium cattleyanum ] . B . L . Suroowan; Pynee;
) Araga-amarelo, Araga-  Decoccao Fruto imaturo Antidiarreico, Desinteria
Sabine Mahomoodally, (2019)
de-coroa
Extrato e
~ Folhas Antimicrobiana e Antibiofilme Castilho et al., (2013)*
Fragdes
Santos; Lima; Oliveira,
o ) Maceragéo Mudas Antidiarreico
Psidium densicomum P (2014)
raca
Mart. ex DC. ¢ - Frutos secos “Feridas na boca” Schultes; Raffauf, (1986)
Folhas, Flores e
Extrato Antimicrobiana Moreno et al., (2013)
Partes Aéreas
Decocgéo Folhas Anti-inflamatério Messias et al., (2015)
Psidium firmum
Goiabinha-do-cerrado Extrato Fruto Antioxidante Peres et al., (2013)*
O.Berg
Infusédo Folhas Antidiarreico Campos, (2010)
- Folhas Cicatrizante Franzon et al., (2009)
Araca, Extrato Fruto Antimicrobiana Bittencourt, (2018)*

Psidium grandifolium
Mart. ex DC.

Aracga-felpudo,

Guabiroba-peluda

Folhas, Frutos,

Raizes e Casca

Antidiarreico, Cicatrizante

Campos, (2010)
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Tabela 2 — Nomes vernaculares e indicagdes de uso medicinal de espécies do género Psidium (continuagao)

Espécies

Nome Vernacular

Preparagao

Parte da planta

Indicagdes de Uso Medicinal

Referéncia

Psidium guajava L.

Psidium guineense
Sw.

Goiaba

Araga-da-praia, Araca-
mirim, Goiabinha

Oleo Essencial

Infusdo

Extrato

Extrato

Extrato

Extrato

Extrato
Extrato
Extrato
Extrato

Extrato

Extrato

Oleo Essencial

Extrato
Extrato

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas
Folhas
Folhas
Fruto

Fruto

Fruto

Folhas

Folhas
Folhas

Antimicrobiana

Antidiarreico

Antidiarreico

Antimicrobiana

Antifungico
Anti-Trypanossoma e Anti-
Leishmania

Antioxidante e Antitumoral
Antidiabético
Gastroprotetora
Antiglicemiante

Remodelagdo Ossea
Anti-inflamatoério e Antioxidante

Antioxidante, Antimicobacteriano,
anti-inflamatério e Antiproliferativo
Antiulcerogénica

Antimicrobiano

Antidiarreico

Desordens gastrointestinais

Silva et al., (2018)*
Magalhaes et al., (2019)
Borah; Dash;
Chakraborty, (2018)*
Bisi-Johnson et al.,
(2017)*

Bezerra et al., (2018)*

Souza et al., (2017)*

Ashraf et al., (2016)*
Vinayagam et al., (2018)*
Lira et al., (2020)*

Mdiller et al., (2018)*
Porwal et al., (2017)*
Vasconcelos et al.,
(2017)*

Nascimento et al.,
(2018)*

Sousa, (2016)*
Fernandes et al., (2012)*
Anesini; Perez, (1993)
Leonti, (2003)
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Tabela 2 — Nomes vernaculares e indicagdes de uso medicinal de espécies do género Psidium (continuagao)

Espécies

Nome Vernacular

Preparagao

Parte da planta

Indicagdes de Uso Medicinal

Referéncia

Psidium guyanense
Pers.

Psidium laruotteanum

Cambess.

Psidium myrsinites
DC.

Psidium myrtoides
O.Berg

Psidium rufum Mart.
ex DC.

Araga-cascudo

Oleo essencial

Oleo Essencial

Oleo Essencial

Infusdo

Extrato

Oleo Essencial

Extrato

Oleo Essencial

Frutos

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas
Folhas

Folhas

Folhas

Caule e frutos

Antidiarreico

Anti-inflamatério
Enfermidades do sistema digestivo

Inibicdo do transito intestinal,
depressao do SNC
Antimicrobiano

Potencializador da Cetamina
Antioxidante

Anti-Trypanossoma e
Antiplasmodial
Cicatrizante
Antimicrobiana, Toxica

Antioxidante

Antimicrobiano, Antitumoral

Laxante

Schultes; Raffauf, (1986)
Cruz; Kaplan, (2004)
Vera-Marin; Sanchez-
Saenz, (2016)

Santos; Rao; Silveira,
(1996)*

Santos et al., (1997)*
Fauth et al., (2002)*
Takao; Imatomi; Gualtieri,
(2015)*

Charneau et al., (2016)*

Campos, (2010)
Duraes et al., (2017)*
Leite et al., (2016)*

Dias et al., (2019)*

Campos, (2010)
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Tabela 2 — Nomes vernaculares e indicagdes de uso medicinal de espécies do género Psidium (continuagao)

Espécies Nome Vernacular Preparagao Parte da planta Indicagdes de Uso Medicinal Referéncia
Extrato Folhas Antimicrobiana Simonetti et al., (2016)*
o Oleo Essencial ~ Folhas Anti-Leishmania Kauffmann et al., (2016)*
Psidium salutare , . o .
- Oleo Essencial Folhas Antifangica Macédo et al., (2018)*
(Kunth) O.Berg
Carbond-Delahoz; Dib-
- Folhas Febrifugo .
Diazgranados, (2013)
Uribe-Beltran et al.,
Extrato Fruto Antimicrobiana
(2017)*
Camacho-Hernandez et
Psidium sartorianum o Extrato Fruto Antifungica
) Goiabinha al., (2004)*
(O.Berg) Nied. . . o )
Extrato, Fragcdo Fruto Antiparasitaria Montes-avila et al., (2017)*

Psidium striatulum
Mart. ex DC.

Infusdo
Oleo Essencial

Oleo Essencial

Partes aéreas

Frutos imaturos

Folhas

Rash cutanea

Antimicrobiano, Inibidor da AChE
Antimicrobiano, Estimulador da
AChE

Esquivel-Garcia et al.,
(2018)
Moniz et al., (2019)*

Moniz et al., (2019b)*

Fonte: AUTOR (2020)

Notas: Trabalhos experimentais (*).

“SNC” — Sistema Nervoso central; “AChE” — Acetilcolinesterase.
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A Unica espécie do género Psidium estudada cientificamente para tratar diarreia
€ a Psidium guajava L. (BORAH; DASH; CHAKRABORTY, 2018; HIRUDKAR et al.,
2020b; KORIEM; ARBID; SALEH, 2019), devido a potente atividade antidiarreica
exercida por extratos e compostos isolados de suas folhas (HIRUDKAR et al., 2020a).
Além disso, propriedades farmacolégicas relacionadas direta ou indiretamente ao TGl
também foram demonstradas por essa espécie, como antimicrobiana (BEZERRA et
al., 2018; BISI-JOHNSON et al., 2017), antioxidante (ASHRAF et al., 2016),
gastroprotetora (LIRA et al., 2020) e antidiabética (VINAYAGAM et al., 2018).

2.4 Psidium guineense SWARTZ

Popularmente conhecida como “araga-mirim” ou “goiabinha”, a Psidium
guineense Swartz € uma espécie nativa e amplamente distribuida na América do Sul.
Em territério brasileiro, esta presente em 21 dos 26 estados, como ilustra a figura 4,
podendo ser encontrada nos dominios fitogeograficos Amazédnia, Caatinga, Cerrado
e Mata Atlantica (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2020a).

Figura 4 — Distribuicdo da espécie Psidium guineense Swartz no territorio brasileiro

Fonte: JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO (2020).

Nota: Em cores, estados em que ha ocorréncia da Psidium guineense. Em verde, estados da Regiao
Norte; em laranja, estados da Regido Nordeste; em amarelo, estados da Regiao Centro-Oeste; em
vermelho, estados da Regidao Sudeste; e em lilas, estados da Regido Sul. Em branco, estados onde
nao ha ocorréncia de P. guineense.
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2.4.1 Botanica

A P. guineense é um arbusto que pode atingir até seis metros de altura, com
tronco de casca lisa e descamativa. As flores sao pentameras, variando de branco a
creme, como mostra a figura 5, podendo crescer isoladamente, em pares ou trios
partindo da regido axial das folhas, com 60 a 320 estames no androceu, e gineceu
com ovario infero (TULER et al., 2017).

Figura 5 — Fotografia das flores da espécie Psidium guineense Swartz.

Fonte: IKABANGA (2017).

O nome “araga” vem do tupi “ara’sa”, que significa “fruta de olhos para o céu”
em referéncia as sépalas remanescentes nos frutos (ALVARENGA et al., 2016). Estes
sao arredondados, verdes quando imaturos e amarelos quando maduros, com poupa
amarelada, acida e com sementes variando de 220 a 234 por fruto. Seu caule dispde
de casca lisa e folhas elipticas e pilosas com margens levemente onduladas, como
mostra figura 6; (FERREIRA et al., 2011; GONZALEZ; GONZALEZ; PINTO, 2005;
TULER et al., 2017).
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Figura 6 — Fotografia das folhas da espécie Psidium guineense Swartz.

Fonte: BIDAULT (2012).

2.4.2 Atividades farmacologicas

Na medicina popular, infusbes aquosas das folhas jovens e frescas de P.
guineense sao utilizadas para tratar infecgdes e feridas (TENE et al., 2007). Isso
impulsionou pesquisas cientificas que buscaram validar a eficacia do uso. Em
combinagdo com beta-lactamicos, carbapenens e fluoroquinolonas, essas folhas
demonstraram efeito sinérgico no combate a cepas resistentes de Staphylococcus
aureus, reduzindo a concentragdo minima inibitéria em até 87,5% (FERNANDES et
al., 2012). Um estudo recente verificou que o éleo essencial presente nas folhas de P.
guineense apresentou acao bacteriostatica contra o Mycobacterium tuberculosis,
além de atividade anti-inflamatdria e antioxidante (NASCIMENTO et al., 2018).

A polpa do fruto também foi testada para atividade antioxidante, mensurando
sua acao frente aos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (ARAUJO et al., 2016), peroxil
e peroxinitrito (GORDON et al., 2011). Recentemente, extratos brutos hidroalcdolicos
dos galhos e folhas dessa espécie foram testados quanto as suas propriedades

bioldgicas, onde foi comprovado efeito antioxidante, citotéxico e antimicrobiano frente
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a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, alcool-acido resistentes e leveduras
(NERYS, 2018).

Estudos etnobotanicos referem o uso popular da Psidium guineense para o
tratamento de desordens do TGI (ANESINI; PEREZ, 1993; LEONTI, 2003). A agao
gastroprotetora do extrato aquoso das folhas foi comprovada pela redugéo da acidez
estomacal e elevacgao dos niveis basais do muco em camundongos (SOUSA, 2016).
As raizes também tém sido relatadas ao longo de anos para fins antidiarreicos
(BEZERRA,; SILVA-JUNIOR; LIRA-JUNIOR, 2018; GONZALEZ; GONZALEZ; PINTO,
2005). No entanto, ndo ha, até o presente momento, estudos investigando a atividade

antidiarreica das folhas desta espécie botanica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E IDENTIFICAGAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas da espécie P. guineense foram coletadas no més de junho de 2019 no
municipio do Paulista, Regido Metropolitana do Recife, as margens da Estrada velha
de Mirueira, na borda da mata, sob as coordenadas geograficas 7° 57’ 14,1” Sul e 34°
52’ 54,7” Oeste. No dia da coleta, o indice pluviométrico foi de 2,2 mm (INSTITUTO
AGRONOMICO DE PERNAMBUCO, 2020) e a temperatura atingiu maxima de 29 °C
e minima de 22 °C (ACCUWEATHER, 2020). A fotografia do arbusto de onde o

material botanico foi coletado esta disponivel na figura 7.

Figura 7 — Fotografia do arbusto e galho da espécie Psidium guineense Swartz no

qual o material botanico foi coletado

A

Fonte: AUTOR (2020).

Um fragmento boténico contendo fruto foi coletado e enviado ao herbario
Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) para

identificacédo botanica.
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3.2 OBTENGAO DO EXTRATO

O material coletado foi lavado em agua potavel corrente e seco com papel
absorvente a temperatura ambiente. Em seguida, as folhas de P. guineense foram
trituradas com o auxilio de um moinho de facas, obtendo-se 150g de material vegetal,
que foi embebido em 1.500 ml de solugao etanol/agua 70% (v/v).

O processo extrativo foi do tipo remaceragao dinamica, onde o material vegetal
triturado foi posto em contato com o liquido extrator ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente durante sete dias sob 20h de agitagdo. Apds as primeiras dez horas de
agitacoes intercaladas em trés dias, o extrato foi filtrado a vacuo em papel filtro e o
filtrado foi acondicionado ao abrigo da luz a temperatura ambiente. O material retido
na filtracéo foi entdo ressuspendido em 1.500 ml de solugao etanol/agua 70% (v/v) e
submetido a mais dez horas de agitagbes intercaladas em quatro dias. Ao final da
segunda etapa, o material foi novamente filtrado a vacuo em papel filtro e
homogeneizado ao primeiro filtrado, totalizando um volume final de 2.500 ml de extrato
hidroetandlico de Psidium guineense (EHEPQ). Este, por conseguinte, foi concentrado
em evaporador rotatério sob pressao reduzida a 40°C e 60 rpm, obtendo-se 306 mi
de extrato hidroetandlico. O material extrativo concentrado foi congelado a -80°C e
enviado ao Laboratério de Imunopatologia Keiso Assami (LIKA) para liofilizagdo. O
rendimento total do extrato foi calculado de acordo com Rodrigues e colaboradores

(2011) utilizando-se a seguinte formula:

R (PE> 100
=|—]x
PF

Onde “R” é o rendimento total do extrato expresso em porcentagem; “PE” é o
peso do extrato liofilizado em gramas; e “PF” € o peso das folhas frescas trituradas

em gramas.

3.3 AVALIAGAO FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Psidium

guineense

A avaliagdo fitoquimica foi realizada a partir da quantificagdo de polifendis
totais, flavonoides e taninos utilizando-se a espectrofotometria (SHIMADZU).
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A dosagem de polifendis totais se deu de acordo com o descrito por Chandra e
Mejia (2004). Uma aliquota de 1 ml do EHEPg na concentragdo de 60 pg/ml foi
homogeneizada com 1 ml do reagente de Folin-Ciocalteau cinco minutos antes da
adicao de 2 ml da solugcdo de NaCOs 20%. Apds dez minutos de incubagao a 25 °C
foi realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 730 nm. A
quantificacao foi realizada a partir da relacdo dos valores de absorbancia encontrados
com a concentracdo de polifendis da solucdo, por meio de uma relagcdo matematica
obtida pela curva de calibragédo construida utilizando solugdes-padrao de acido galico.

A quantificagdo de flavonoides foi realizada segundo Meda e colaboradores
(2005). Homogeneizou-se 1 ml da solugéo de AICIs a 2% em metanol foi a 1ml do
EHEPg a 60 ug/ml. Apds incubacgao a 25 °C por dez minutos, foi realizada a leitura da
absorbancia sob o comprimento de onda de 415 nm, tendo como o branco a solugao
do EHEPg com o metanol 1:1 apenas. O valor de absorbancia obtido foi relacionado
com dados matematicos de uma curva de calibragdo realizada com o padrao
quercetina.

Para os taninos, foi utilizada a metodologia descrita por Makkar e Becker
(1993). Uma aliquota de 0,25 ml do EHEPg a 60 pg/ml foi adicionada a 1,5 ml de
solugao de vanilina a 4% em metanol. Logo apds, foi adicionada a solugao 0,75 ml de
HCl a 37%, que imediatamente foi homogeneizada por agitagcdo em banho-maria a
30°C por quatro segundos. Ao final do periodo de incubagao, a amostra foi submetida
a leitura da absorbancia sob o comprimento de onda de 500 nm, onde o valor obtido
foi relacionado com dados matematicos de uma curva de calibragao realizada com o

padrao catequina.

3.4 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O presente estudo foi realizado em concordancia com o Comité de Etica de
Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), aprovado sob
o numero de protocolo 0091/2019. Uma copia digitalizada do parecer de aprovagao
do CEUA esta disponivel no Anexo A.

Para a realizagdo dos testes de toxicidade aguda e antidiarreico, foram
utilizados 68 camundongos albinos da linhagem Swiss, espécie Mus musculus, com

seis a oito semanas de vida, sendo 12 fémeas e 56 machos, pesando entre 25g-30g,
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provenientes do Biotério do Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental
(LAFAC) da UFPE.

Os animais foram mantidos no referido biotério até a execugao dos protocolos
experimentais, distribuidos aos trios, quando fémeas, e em quartetos, quando
machos, em gaiolas de polipropileno forradas com maravalha e cobertas com grades
de aco inoxidavel, a temperatura de 22°C + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12h, além
de receberem ragdo padrdo da Presence®, linha laboratério para ratos e
camundongos, e agua potavel filtrada ad libitum. Os camundongos foram submetidos
a jejum pré-experimentagdo por periodos determinados em cada protocolo

experimental a ser executado.

3.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINAGAO DA DOSE LETAL
50%

Para verificar a seguranga no uso do EHEPg para atividade antidiarreica, foi
realizado o teste de toxicidade aguda seguindo as recomendagdes do protocolo 423
da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdémico - OCDE
(ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2002).
A dose escolhida, 2.000 mg/kg, foi a mais alta entre as quatro predeterminadas pelo
referido protocolo, dada a existéncia de estudos etnobotanicos que relatam o uso
popular das folhas desta espécie (ANESINI; PEREZ, 1993).

Seis camundongos albinos Swiss fémeas nuliparas da espécie Mus musculus
com oito semanas de vida foram distribuidas, uniformemente de acordo com o peso,
em dois grupos de trés animais, sendo um Grupo Controle e um Grupo EHEPg. Ao
Grupo Controle foi administrado o veiculo agua destilada por via oral (v.0.) na
propor¢ao de 1 ml para cada 100 g de peso corpéreo. Ao Grupo EHEPg foi
administrado o EHEPg por v.o. na dose de 2.000 mg/kg. Os animais ficaram em jejum
por quatro horas antes e duas horas apds a administracdo do extrato ou veiculo,
tendo, no entanto, livre acesso a agua.

Durante 60 minutos a partir da administracdo das substancias, foram avaliados
51 sinais comportamentais relacionados ao SNC e ao SNA. Apds esse periodo, as
avaliagdes foram realizadas vespertinamente a cada 24 h por 14 dias, realizando o

acompanhamento ponderal dos animais, bem como o consumo de agua e ragao. Ao
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final dos 14 dias, os animais foram anestesiados com uma associacao de ketamina e
xilazina (2:1; v/v) por via intraperitoneal. Uma vez atingido o plano de anestesia
profundo, procedeu-se a toracotomia, com abertura da cavidade toracica para
exposi¢ao do coracgao e, com o auxilio de afastadores e pingas, o ventriculo esquerdo
foi puncionado com agulha 30G acoplada a seringa de 1 ml para coleta sanguinea e
posterior execucdao das analises laboratoriais. Imediatamente apés a eutanasia,
realizou-se a laparotomia para excisdo de figado, bago, rins e pulmdes para
avaliagdes macroscopicas, bem como para a determinagcdo dos seus respectivos

pesos relativos, calculados a partir da seguinte féormula:

Po
Pr = 7o %X 100
Onde “Pr” é peso relativo do 6rgao; “Po” € peso do 6rgao em gramas; “Pa” é
peso do animal em gramas; € 100 é a constante.
AplGs a pesagem, fragmentos com dimensdes semelhantes destes 6rgaos
foram excisados para realizagdo da analise histolégica.
Todo o experimento foi repetido nas mesmas condi¢cdes para confirmacao dos

resultados, como sugere o protocolo 423 da OCDE.

3.6 AVALIACAO DA  ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE Psidium guineense

O ensaio de atividade antidiarreica foi realizado segundo o modelo proposto
por lzzo et al. (1992). 56 camundongos albinos Swiss machos da espécie Mus
musculus com oito semanas de vida foram mantidos em jejum por 12 h e pesados
imediatamente antes do inicio dos experimentos. Os animais foram divididos em sete
grupos de oito animais cada, sendo um Grupo Normal, um Grupo Controle, um Grupo
Loperamida e trés grupos EHEPg.

Antes da inducdo da diarreia, os animais foram tratados de acordo com seus
respectivos grupos: Controle e Normal receberam agua destilada por v.o.; ao Grupo
Loperamida foi administrado o farmaco loperamida na dose de 3 mg/kg por v.o.; e 0s
EHEPg receberam o referido extrato nas doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg e

400 mg/kg por v.0. Apds 60 minutos, a diarreia foi induzida em todos os grupos por
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meio de 0,2 ml de 6leo de ricino por animal por v.o., com excecido do Grupo Normal,
que recebeu 0,2 ml de azeite de oliva por animal. Os animais foram alocados em
caixas individuais e observados durante quatro horas para analise do quantitativo de
evacuacdes, sua consisténcia, bem como para a mensuracado da laténcia diarreica,
definida como o periodo entre a administragdo do agente indutor e o primeiro episddio
diarreico. Quanto a consisténcia das fezes eliminadas, essas foram classificadas em
soélidas, semissolidas ou liquidas, e a partir do seu quantitativo foi calculado o indice
de evacuacao (IE), a partir da seguinte férmula:

IE = (N°de fezes sélidas X 1) + (N2 de fezes semissélidas X 2)
+ (N%de fezes liquidas X 3)

Apos o periodo de observacdo, os animais foram novamente pesados e
anestesiados com uma associagdo de ketamina e xilazina (2:1; v/v) por via
intraperitoneal. Uma vez atingido o plano de anestesia profundo, procedeu-se a
toracotomia, com abertura da cavidade toracica para exposi¢cao do coragao e, com o
auxilio de afastadores e pingas, o ventriculo esquerdo foi puncionado com agulha 30G
acoplada a seringa de 1 ml para coleta sanguinea e posterior execugéo das analises
laboratoriais. Imediatamente apdés a eutanasia, procedeu-se a laparotomia para
excisdao de um fragmento de 2 cm do ileo distal, mensurado com o auxilio de um
paquimetro a partir da jungao ileocecal de cada animal, para realizagdo de analises

histologicas.

3.7 ANALISES LABORATORIAIS

3.7.1 Analise bioquimica

As amostras sanguineas coletadas foram submetidas as analises bioquimicas
do soro e analises hematoldgicas do sangue total. Para analise bioquimica, o sangue
coletado em tubo de 0,5 ml com ativador de coagulo e gel separador foi centrifugado
a 3.000 rpm por dez minutos. O soro foi separado e utilizado para fazer as dosagens
de ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT).
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Para a dosagem de ureia, foi utilizado o kit “Uréia UV — Liquiform” da Labtest®,
seguindo-se o protocolo do fabricante. Uma aliquota de 10 pl do soro foi
homogeneizado com 1 ml do reagente de trabalho, incubado previamente durante um
minuto a 37 °C. A mistura foi submetida a medi¢cdo da absorbancia no comprimento
de onda de 415 nm aos trinta e noventa segundos apds a homogeneizagdo. A
concentracao de ureia foi calculada a partir da multiplicagao do fator de calibracédo do
teste com a absorbancia resultante da diferenca das duas medigdes. O resultado foi
dado em mg/dL.

A dosagem de creatinina também foi realizada seguindo o protocolo da
Labtest® constante no kit “Creatinina”. Uma aliquota de 50 pl do soro foi
homogeneizado com 50 pl do tampao do fabricante e 100 yl de acido picrico, e
incubado a 37°C durante dez minutos. Passado esse periodo, foi mensurada a
primeira absorbancia no comprimento de onda de 510 nm. Logo apds, foi adicionado
20 ul de acido acético a 11,4 mol/L, e incubado a temperatura ambiente por cinco
minutos antes de fazer a segunda leitura no mesmo comprimento de onda. A
concentragao de creatinina, em mg/dL, foi calculada a partir da multiplicagado do fator
de calibracido do teste com o valor de absorbancia resultante da diferenga das duas
medi¢des. Do resultado foi subtraido 0,25 mg/dL, indice de corregao do teste.

AST e ALT foram dosadas seguindo o protocolo do kit “Transaminases” da
empresa Doles. Pipetou-se 100 ul dos substratos AST e ALT e procedeu-se a
incubagdo a 37 °C por dois minutos. Logo apos, 20 pl e 40 pyl do soro foram
homogeneizados aos substratos AST e ALT, respectivamente, e incubados por trinta
minutos a 37 °C. Passado esse periodo, 100 ul do reagente de cor foi adicionado ao
sistema, e incubado durante vinte minutos a temperatura ambiente. Ao final desse
periodo, 1 ml de hidroxido de sodio 0,4 M foi adicionado ao sistema e, apos dois
minutos, foi realizada a leitura das absorbancias no comprimento de onda de 505 nm.
A atividade enzimatica, em U/L foi calculada a partir da multiplicagcdo do fator de

calibracéo do teste com a absorbancia obtida.

3.7.2 Analise hematolégica

As analises hematoldgicas foram realizadas através de métodos manuais, onde

o sangue coletado em tubo de 0,5 ml contendo EDTA foi avaliado para os seguintes
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parametros: numero de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), contagem de leucdcitos, contagem diferencial de
neutrofilos, eosindfilos, mondcitos e linfécitos tipicos, e contagem de plaquetas.

Para a determinagdo do hematdcrito, preencheu-se 80% de um capilar com
sangue total e procedeu-se a centrifugagao em microcentrifuga a dez mil rotagdes por
minuto durante dez minutos. Ao final, o capilar foi comparado com uma escala, e teve
seu resultado em porcentagem.

Na dosagem de hemoglobina, uma aliquota de 20 pl da amostra de sangue
total foi homogeneizada em 5 ml do liquido de Drabkin e incubada por cinco minutos
em temperatura ambiente. Logo apds, foi realizada leitura da absorbéncia no
comprimento de onda de 540 nm, que ao ser multiplicada pelo fator de calibragao,
resultou na concentragao de hemoglobina em g/dL.

A contagem de hemdacias foi realizada na camara de Neubauer, onde uma
aliquota de sangue total foi diluida em solugéo de Hayen (isoténica), na proporgéo de
1:200 e em seguida visualizada ao microscopio otico para realizar a contagem das
hemacias em cinco campos. O valor final foi multiplicado por dez mil, obtendo-se o
resultado em células/mm?3.

Os valores de VCM, HCM e CHCM foram obtidos através dos valores de

hemoglobina, hematdcrito e contagem de hemacias a partir das seguintes formulas:

VCM = Hematocrito (%) x 10 HOM = Hemoglobina (g/dL) x 10
~ Hemacias (milhdes/pl) "~ Hemécias (milhoes/ul)
Hemoglobina dL) x 100
CHCM = g (g/dL)

Hematocrito (%)

A contagem de leucdcitos totais também foi realizada através da cadmara de
Neubauer. Uma aliquota de sangue total foi diluida no liquido de Turk (hemolitico) na
proporcao de 1:20. O resultado, em células/mm?3, foi obtido a partir da multiplicacédo
do valor da contagem pelo fator de multiplicagdo. A contagem diferencial dos
leucdcitos foi realizada pela visualizagdo do esfregago sanguineo, corado por

coloragao pandtica, em microscépio o6tico.
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As plaquetas foram contabilizadas a partir do método de Fénio. Neste método,
as plaquetas sao contabilizadas em relagcéo a contagem de eritrocitos. A contagem foi
realizada em dez campos contendo aproximadamente duzentas hemacias cada. Ao

final, aplicou-se a regra de trés simples para chegar ao valor total de plaquetas/mm?.

3.7.3 Processamento e analise histolégica

Uma vez obtidos os fragmentos dos 6rgaos previamente comentados, estes
foram imediatamente imersos em solucdo de formaldeido 10% em recipientes
contendo dez vezes o volume total das pecas, permanecendo nestes por 24 horas.
Decorrido esse periodo, procedeu-se a lavagem das pegas em agua corrente por seis
horas, e estas foram acondicionadas em solugéo de etanol 70% até a realizacédo das

etapas subsequentes.

3.7.3.1 Inclusdo, emblocamento e microtomia

Empregando-se a metodologia rotineira do Laboratério de Citologia e
Histomorfometria (LCH) da UFPE, procedeu-se a desidratagdo das pecas em série
crescente de etanol nas concentracbes de 70%, 80%, 90% e 100%, por
aproximadamente trinta minutos em cada solugdo alcodlica. Logo apds, as pecas
foram clarificadas duas vezes em xilol (PROC 9 Industria, PA), durante trinta minutos
cada. Apés a clarificagao, procedeu-se a impregnagao em parafina liquida, em estufa
a 58 °C = 1 °C, a partir de dois banhos de trinta minutos cada, e em seguida foi
realizada a emblocagem em parafina.

Dos blocos obtidos de cada animal, escolheu-se aleatoriamente dois
representantes dos testes de toxicidade aguda, sendo um do Grupo Controle e um do
Grupo EHEPg, e 14 dos testes de atividade antidiarreica, sendo dois de cada grupo,
para a realizagdo da microtomia. Para essa etapa, foi utilizado o micrétomo Spencer-
AO do LCH-UFPE, provido com navalha de aco inoxidavel de 16 cm. Apds a
microtomia, foram obtidos cortes de 6 ym cada, seguindo-se seus estiramentos em
banho histologico a 40 °C. Uma vez estirados, cada corte foi disposto sobre uma

lamina previamente albuminada. Tais preparag¢des foram postas em suporte para
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secagem a temperatura ambiente e posteriormente permaneceram na estufa por 30

minutos, a 58°C + 1°C para retirada do excesso de parafina.

3.7.3.2 Coloragao

Os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol a partir de dois banhos
de trés minutos cada, e em seguida passaram pelo processo de reidratacéo
sequencial em etanol 100%, 90%, 80% e 70%, durante trés minutos cada. Ao final
dessa etapa, as laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e submetidas
ao processo de coloragdo com Hematoxilina por um minuto, seguido da Eosina por
dez minutos.

Finalizada a coloracao, as laminas foram submetidas a desidratagdo em série
crescente de etanol 70%, 80% 90% e 100% por dez segundos em cada um deles, e
clarificadas em xilol, de acordo com a rotina do LCH-UFPE, para posterior aplicagao
da laminula por sobre a preparagdo histoldgica utilizando a resina Entellan®. As
preparagdes histoldgicas utilizadas nesse estudo foram analisadas empregando um
microscopio Zeiss Axiolab do LCH-UFPE. As fotomicrografias foram capturadas com
o auxilio do software TCapture®.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrao, e foram
analisados utilizando o GraphPad PRISM® versdo 8.0. Os dados foram comparados
e analisados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) ou regresséo
linear, onde valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICAGAO BOTANICA, RENDIMENTO E ANALISE FITOQUIMICA

O material botanico foi identificado como sendo da espécie Psidium guineense
sob o numero de tombo 93536. A ficha de identificacdo botanica apresentada pelo
herbario Dardano de Andrade Lima do IPA, bem como a exsicata, estao disponiveis
nos Anexo C e D, respectivamente.

Ao final do processo de liofilizagdo, obteve-se aproximadamente 11 g do
EHEPg, significando um rendimento de 7,3%. A analise fitoquimica quantitativa do
extrato, como mostra a tabela 3, demonstrou a presenca de 13,09% de polifendis
totais e 2,78% de flavonoides. Os taninos condensados, no entanto, apresentaram-se

em valores ndo quantificaveis.

Tabela 3 — Analise fitoquimica quantitativa preliminar do extrato hidroetandlico de
folhas da Psidium guineense

Metabdlitos avaliados Mg EQ/60 pg de EHEPg Teor encontrados (%)
Polifenois totais 7,85 13,09
Flavonoides 1,67 2,78
Taninos Nao quantificavel 0,00

Fonte: AUTOR, 2020.

4.2 TOXICIDADE AGUDA

4.2.1 Analise hipocratica

Durante sessenta minutos apds a administragdo do extrato a 2.000 mg/kg no
Grupo EHEPg e do veiculo no Grupo Controle, foi realizada a analise hipocratica dos
animais para sinais relacionados ao SNC e SNA. Observou-se onze dos dezoito sinais
relacionados a estimulagdo do SNC, conforme mostra a tabela 4.

Nos primeiros trinta minutos, os animais que receberam o EHEPg
apresentaram aumento da frequéncia respiratdria € movimentos circulares, o que nao
foi observado no Grupo Controle. Apds trinta minutos houve regresso de tais efeitos
no Grupo EHEPg.
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Irritabilidade, expansdo do pavilhdo auricular, movimento de vibrissas,
movimento estereotipado e postura em garra também foram observados durante os
primeiros trinta minutos no Grupo EHEPg com intensidade moderada. Tais sinais
foram também observados moderadamente no Grupo Controle, excetuando-se o
movimento de vibrissas e a postura em garra, que se manifestaram de forma leve e

intensa, respectivamente.

Tabela 4 — Avaliagdo hipocratica dos sinais estimulantes do SNC em camundongos
submetidos a toxicidade aguda do EHEPg na dose de 2.000 mg/kg

Até 30 minutos Até 60 minutos
Sinais estimulantes do SNC

Avaliados Grupo Grupo Grupo Grupo

Controle EHEPg Controle EHEPg

Hiperatividade +++ +++ +++ ++
Irritabilidade ++ ++ ++ ++
Aumento da frequéncia respiratéria - + - -
Convulsées - - - -
Erecao de cauda ++ > ++ -
Exoftalmia - - - -
Expansao do pavilhao auricular ++ ++ ++ +
Marcha em monobloco - - - -
Movimento circular - + - -
Movimento de vibrissas + ++ ++ +

Movimento estereotipado ++ ++ ++ +++
Ondulagao de cauda - - - -
Piloerecéo + + + +
Postura de ataque - - + -
Postura em garra +++ ++ +4++ ++
Salto - - - -
Taquicardia 5 > - -
Tremores - - - -

Fonte: MALLONY (1977). Adaptado.

Nota: Sinal ausente (-); Sinal presente (+); Sinal moderado (++); Sinal intenso (+++). “SNC” — Sistema
Nervoso Central; e “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.

Nos trinta minutos subsequentes, os animais do Grupo Controle permaneceram
com irritabilidade moderada, e postura em garra acentuada, enquanto o Grupo EHEPg
permaneceu apresentando tais efeitos moderadamente. A expansao do pavilhdo
auricular e 0 movimento de vibrissas, no entanto, diminuiram sua intensidade no

Grupo EHEPg, enquanto o Grupo Controle os apresentou em estado moderado.
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Quanto ao movimento estereotipado, o Grupo EHEPg o demonstrou intensamente, ao
passo que nos animais do Grupo Controle esse comportamento se manteve
moderado.

A hiperatividade foi evidenciada nos primeiros trinta minutos de observacéo em
ambos os grupos. Contudo, passada a primeira fase de observacao, o Grupo EHEPg
passou a apresenta-lo moderadamente, enquanto no Grupo Controle ndo houve
mudanca no padrdo comportamental.

Ao analisar os sinais comportamentais depressores do SNC, observou-se a
presenca de apenas um dos dez sinais avaliados. O Grupo EHEPg apresentou
fotofobia durante os sessenta minutos de observagcdo, comportamento nao

manifestado pelos animais do Grupo Controle, demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 — Avaliagao hipocratica dos sinais depressores do SNC em camundongos
submetidos a toxicidade aguda do EHEPg na dose de 2.000 mg/kg

L Até 30 minutos Até 60 minutos
Sinais depressores do SNC
Avaliados Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle EHEPg Controle EHEPg
Analgesia - = = =
Catatonia - - - -
Fotofobia - + . M

Inversado de marcha - - - -
Perda do reflexo auricular - o - -
Perda do reflexo corneal - - - -
Prostragao 5 > - -
Ptose palpebral - - - -
Resposta ao toque diminuido - o = -

Sedacgio - - - -
Fonte: MALLONY (1977). Adaptado.

Nota: Sinal ausente (-); Sinal presente (+); Sinal moderado (++); Sinal intenso (+++). “SNC” — Sistema
Nervoso Central; e “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.

No tocante ao SNA, apenas quatro dos quinze sinais comportamentais
avaliados se mostraram presentes em ambos o0s grupos, como mostra a tabela 6.
Durante os sessenta minutos de observagdo, os animais do Grupo EHEPg
apresentaram micgao e postura estatica. Estes mesmos sinais foram apresentados

no Grupo Controle de modo diferente: a miccado esteve presente nos primeiros trinta
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minutos e passou a se apresentar moderadamente no periodo subsequente, enquanto

o padrao de postura estatica s6 esteve presente durante os trinta minutos finais.

Tabela 6 — Avaliagdo hipocratica dos sinais relacionados ao SNA em camundongos
submetidos a toxicidade aguda do EHEPg na dose de 2.000 mg/kg

Sinais do SNA Avaliados

Até 30 minutos

Até 60 minutos

Grupo Grupo
Controle EHEPg

Grupo
Controle

Grupo
EHEPg

Cianose
Constipagao
Defecacgao

Diarreia

Distensao abdominal
Micgao

Espasmos musculares
Forga para agarrar
Lacrimejamento
Palidez

Postura estética
Reacgéo de fuga
Refluxo

Respiragao forgada
Salivagao

+ ++

Fonte: MALLONY (1977). Adaptado.

Nota: Sinal ausente (-); Sinal presente (+); Sinal moderado (++); Sinal intenso (+++). “SNA” — Sistema
Nervoso Autondmico; e “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.

No Grupo EHEPg houve evacuagao moderada na primeira metade do periodo

de avaliacdo, estando esse efeito ausente no intervalo posterior. A reducdo de

intensidade desse sinal também foi observada no Grupo Controle, cuja excregao

ocorreu apenas nos primeiros trinta minutos. Todos os grupos manifestaram reacéo

de fuga intensamente durante os sessenta minutos de observagao.

Outros comportamentos relacionados ao sistema nervoso também foram

observados, conforme mostra a tabela 7. Todos os grupos demonstraram um intenso

padrao de ambulagao durante o periodo de observagdo. A autolimpeza também foi

apresentada durante toda a avaliagdo por ambos os grupos, sendo exibido

moderadamente pelo Grupo Controle. Essas mesmas caracteristicas de tempo e

intensidade persistiram no referido grupo para o comportamento de escalar.
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Diferentemente, o Grupo EHEPg apresentou esse padrdo comportamental
moderadamente na primeira metade da observacio, e diminuiu sua intensidade nos

trinta minutos finais. Ao fim periodo observado, n&o houve 6bito em ambos os grupos.

Tabela 7 — Avaliagao hipocratica de outros comportamentos dos camundongos
submetidos a toxicidade aguda do EHEPg na dose de 2.000 mg/kg

Até 30 minutos Até 60 minutos
Outros Comportamentos Avaliados Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle EHEPg Controle EHEPg
Abducio das patas do trem S = - -
posterior
Ambulagéao +++ +++ +4++ +++
Autolimpeza ++ + ++ +
Contor¢6es abdominais - - - -
Escalar ++ ++ ++ +
Limpeza - - - -
Sacudir a cabega - o - -
Vocalizagao - - - -
Mortalidade 0 0 0 0

Fonte: MALLONY (1977). Adaptado.

Nota: Sinal ausente (-); Sinal presente (+); Sinal moderado (++); Sinal intenso (+++). “SNA” — Sistema
Nervoso Autondmico; e “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.

4.2.2 Consumo de agua, ragao e variagao ponderal

Finalizada a avaliagao hipocratica, os animais passaram a ser acompanhados
a cada 24 h, durante catorze dias, quanto ao consumo de agua, racédo e variagéo
ponderal. A administracdo do EHEPg na dose de 2.000 mg/kg nao alterou
significativamente a ingestdo hidrica dos animais quando comparado com o Grupo
Controle (P > 0,05). Os maiores volumes ingeridos aconteceram nos primeiros quatro
dias de observagdo em ambos os grupos, havendo picos de ingestdo nos dias dois e
quatro, como evidencia o grafico 1. A analise do padrao de ingestdo hidrica por
regressao linear demonstrou reducdo do consumo durante os catorze dias de
observagéao para os Grupos Controle (Y =-1,28x + 40,6 e R? = 0,68) e EHEPg (Y = -
1,20x + 39,65 e R? = 0,47).

O EHEPg também n&o alterou significativamente (P > 0,05) o consumo de
ragao dos animais submetidos a avaliagao toxicologica. A regressao linear dos Grupos
Controle (Y =-0,23x + 16,71 e R = 0,32) e EHEPg (Y =-0,16x + 14,20 e R? = 0,09)
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indicaram leve diminuicdo de consumo em ambos os grupos no decorrer do periodo

de observagao, como mostra o grafico 2.

Grafico 1 — Consumo de agua dos Grupos Controle e EHEPg durante 14 dias de

observacao.
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Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.

Grafico 2 — Consumo de ragdo dos Grupos Controle e EHEPg durante 14 dias de
observacao na repeticao.
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Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.
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No tocante ao acompanhamento ponderal, os animais do Grupo EHEPg
apresentaram resultados semelhantes aos do Grupo Controle (P > 0,05), como mostra
o grafico 3. Constatou-se que houve ganho de peso corporal no decorrer dos catorze
dias de observagao nos animais do Grupo Controle (Y = 0,18x + 26,27 e R*=0,82) e
EHEPg (Y = 0,14x + 25,54 e R?2=0,54).

Grafico 3 — Variagado ponderal dos Grupos Controle e EHEPg durante 14 dias de
observacao.
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Fonte: AUTOR (2020)

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.
4.2.3 Analises bioquimicas e hematolégicas

As analises bioquimicas das amostras sanguineas revelaram que nao houve
diferencgas significativas entre os grupos (P > 0,05) nos analitos quantificados, embora
o Grupo EHEPg demonstrasse valores levemente inferiores ao Grupo Controle, como
mostra a tabela 8. Quanto a avaliagdo hematolégica, no entanto, observou-se que a
contagem de plaquetas nas amostras do Grupo EHEPg foram significativamente
superiores as do Grupo Controle (P < 0,0001), como demonstrada na tabela 8. Em
relacdo aos demais parametros hematoldgicos, apesar de estarem levemente
elevados nos animais do Grupo EHEPg, ndo foram estatisticamente diferentes das

contagens do Grupo Controle (P > 0,05).
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Tabela 8 — Avaliagdo bioquimica e hematolégica de amostras sanguineas pos
toxicidade aguda

Parametros Avaliados Grupo Controle Grupo EHEPg
Bioquimicos
Ureia (mg/dL) 19,70 £1,25 14,33 £ 2,40
Creatinina (mg/dL) 0,36 + 0,04 0,33+ 0,03
AST (U/L) 11,93 + 5,84 8,47 + 5,66
ALT (U/L) 13,90 £ 6,71 10,33 + 6,65
Hematolégicos
Hemacias (milhdes/uL) 4,74 £ 0,27 4,94 £ 0,32
Hemoglobina (g/dL) 14,10 £ 0,85 14,87 £ 1,21
Hematécrito (%) 42,33 + 2,52 44,67 + 3,51
VCM (fL) 90,27 £ 1,62 90,10+ 1,25
HCM (pg) 29,73 £ 0,64 30,00 + 0,00
CHCM (%) 33,10+ 0,17 33,00 £ 0,00
Leucécitos (cél/mm3) 5.900,00 + 264,58 6.833,33 + 650,64
Segmentados (%) 44,33 £ 1,15 42,33 + 2,52
Eosindfilos (%) 1,33 £ 0,58 1,67 £ 0,58
Linfocitos Tipicos (%) 51,67 + 1,53 53,67 + 2,52
Mondcitos (%) 2,67 +1,53 2,33+0,58
Plaguetas (cél/mm?) 172.333,33 £ 3.785,94 193.666,67 + 11.239,81****

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense; “AST” — Aspartato
Aminotransferase; “ALT” — Alanina Aminotransferase; “VCM” — Volume Corpuscular Médio;
“HCM” — Hemoglobina Corpuscular Média; e “CHCM” — Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média. Os resultados estao expressos como média + desvio padrdo (n=8). ANOVA
de duas vias e pos-teste de Sidak de multiplas comparagdes; P<0,0001 (****) em comparagao
com o Grupo Controle.

4.2.4 Analise macroscopica dos orgaos

A partir da avaliagdo macroscopica dos 6rgdos dos animais de ambos os
grupos, ndo foram observadas anormalidades quanto a cor, forma, tamanho,
consisténcia e odor, bem como presenca de petéquias ou hemorragias, como pode
ser observado na figura 8. Com base no peso relativo obtido dos 6rgaos excisados,
constatou-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (P> 0,05), conforme

apresenta a tabela 9.
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Figura 8 — Macroscopia dos 6érgaos dissecados na toxicidade aguda
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Fonte: AUTOR (2020).
Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense.

Tabela 9 — Peso relativo dos 6rgéos dos Grupos Controle e EHEPg apés eutanasia

Peso Absoluto (g) Peso Relativo (%)

Orgaos
Grupo Controle Grupo EHEPg Grupo Controle Grupo EHEPg
Figado 1,712 £ 0,418 1,395 £ 0,040 5,153 + 0,345 4,923+ 0,114
Bacgo 0,148 £ 0,050 0,108 + 0,008 0,443 + 0,080 0,383 + 0,028
Rins 0,370 £ 0,079 0,338 £ 0,014 1,123 + 0,074 1,190 + 0,026
Pulmodes 0,198 £ 0,020 0,187 £ 0,011 0,610 + 0,055 0,663 = 0,029

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estao expressos como
média + desvio padrado (n=8). ANOVA de duas vias e pos-teste de Sidak; P<0,05 em comparagio

com o Grupo Controle.

4.2.5 Analises histologicas

Ao final do processamento histoldgico verificou-se que a qualidade da fixagéo,
de modo geral, ndo se esteve em boas condigdes, o que impossibilitou a analise dos

fragmentos coletados dos respectivos 6rgaos.
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A administracdo do EHEPg na dose de 2.000 mg/kg ndo causou letalidade,
durante o periodo de observacédo, inclusive na repeticdo. Segundo a OCDE 423
(2011), substéancias testadas na dose de 2.000 mg/kg e que ndo causam mortalidade,
s&o classificadas na Categoria de Risco 5, como ilustra a figura 9. Dessa forma, a DLso

€ definida como um valor entre 2.000 mg/kg e 5.000 mg/kg.

Figura 9 — Esquema de categorizagao de risco de substancias pela OCDE 423
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Fonte: OCDE 423 (2011). Adaptado.

4.3 ATIVIDADE ANTIDIARREICA INDUZIDA POR OLEO DE RICINO DO
EXTRATO HIDROETANOLICO DE Psidium guineense

As doses do EHEPg testadas foram determinadas apos o ensaio toxicologico.
A partir de 10% da dose de 2.000 mg/kg foram estabelecidas doses que
representassem progressdes geomeétricas crescente e decrescente de razédo 2.
Dessa forma, o EHEPg foi testado nas doses de 50, 100, 200 e 400 mg/kg.

4.3.1 Avaliacao antidiarreica

Duas das quatro doses do EHEPg testadas levaram a diminuigdo no numero
total de evacuacdes causada pela administracido do 6leo de ricino nos animais. O

extrato na dose de 100 mg/kg, tal qual o loperamida 3 mg/kg, reduziu
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significativamente (P < 0,05) o numero de fezes excretadas em relagdo ao Grupo
Controle. O EHEPg na dose de 400 mg/kg também reduziu substancialmente o
numero de evacuagdes totais (P < 0,01), sendo estatisticamente mais eficaz que o
loperamida 3 mg/kg, como é possivel observar no grafico 4.

Grafico 4 — Efeito da administragdo oral de EHEPg e Loperamida na excregao total
de fezes em modelo de diarreia induzida por o6leo de ricino em

camundongos
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Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8). ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Tukey de multiplas
comparagdes; P<0,05 (*); P<0,01 (**) em comparagao ao controle.

O EHEPg também foi eficaz na redugao do numero de excregdes diarreicas,
onde apenas a dose de 50 mg/kg ndo se mostrou eficaz. O loperamida e o EHEPg
nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg provocaram redugdes similares no numero de
episodios diarreicos em relagdo ao Grupo Controle (P < 0,05). O EHEPg 400 mg/kg,
por sua vez, reduziu intensamente a excrecao de fezes liquidas (P < 0,0001), mais
uma vez de modo superior ao loperamida, conforme mostra o grafico 5.

Além da avaliagao dos parametros previamente descritos, também foi calculado
o IE, que leva em consideracdo ndo so os episddios diarreicos, como também as
excregcdes solidas e semissolidas dos animais. As trés maiores doses do EHEPg
administradas demonstraram IE menores que o obtido pelo Grupo Controle. Destas a
mais eficaz foi a dose de 400 mg/kg (P < 0,0001), seguida pela de 100 mg/kg (P <
0,001) e 200 mg/kg (P < 0,05), como mostra o grafico 6. O farmaco loperamida na
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dose de 3 mg/kg também reduziu significativamente (P < 0,001) o IE em comparagéao

ao Grupo Controle.

Grafico 5 — Efeito da administracdo oral de EHEPg e Loperamida na excregéo
diarreica em modelo de diarreia induzida por d6leo de ricino em

camundongos
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Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8). ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Tukey de multiplas
comparagdes; P<0,05 (*); P<0,0001 (****) em comparagao ao controle.

Grafico 6 — indice de evacuacdo na excregdo diarreica em modelo de diarreia
induzida por 6leo de ricino em camundongos
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Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8). ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Tukey de multiplas
comparagdes; P<0,05 (*); P<0,001 (***); P<0,0001 (****) em comparag¢ao ao controle.
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Ao avaliar a laténcia diarreica, constatou-se novamente que o EHEPg na dose
de 400 mg/kg foi o mais eficaz em prolongar o surgimento diarreico entre os
tratamentos administrados, retardando em duzentos minutos, em média, a primeira
manifestagéo diarreica. As doses de 50 mg/kg e 200 mg/kg do extrato apresentaram
laténcia diarreica de 88 e 97 minutos, respectivamente, periodo semelhante ao
demonstrado no Grupo Controle. A eficacia do EHEPg na dose de 100 mg/kg foi mais
uma vez similar a do farmaco loperamida na dose de 3 mg/kg, que retardaram em 133
e 143 minutos, respectivamente, o surgimento da diarreia. Esses dados podem ser

melhor visualizados no grafico 7.

Grafico 7 — Efeito da administragao oral de EHEPg e Loperamida na laténcia diarreica
em modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino em camundongos
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Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8). ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Tukey de multiplas
comparagdes; P<0,05 (*); P<0,0001 (****) em comparacao ao controle.

Durante a avaliagdo da atividade antidiarreica, foram observadas evacuagdes
liquidas e mucoides, caracteristicas da diarreia induzida por 6leo de ricino. Observou-
se também que durante as quatro horas de observacéo, seis dos oito camundongos
tratados com EHEPg 400 mg/kg n&o urinaram, e que o EHEPg n&o teve atividade
dependente da dose. Os valores absolutos de excregdes totais, excreg¢des diarreicas,
indice de evacuacao e laténcia diarreica estdo dispostos na tabela 10, bem como a

porcentagem de inibigdo diarreica demonstrada por cada tratamento.
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Tabela 10 — Efeito da administracédo oral de EHEPg e de Loperamida na diarreia
induzida por dleo de ricino em camundongos

Excregdes Excregdes I?Iblgéo Laténcia Diarreica
Grupos . . . Diarreica .
Totais Diarreicas (%) (minutos)
Normal 4,13+ 1,46 0,00 £ 0,00 - 240,00 + 0,00
Controle 8,00 £ 2,98 4,63 +2,33 - 69,88 + 56,04
Loperamida 3 mg/kg 4,13 £ 2,53* 2,38 +1,77* 48,59 143,40 £ 58,95*
EHEPg 50 mg/kg 7,38 £ 0,74 2,88 + 1,46 37,79 88,63 + 23,50
EHEPg 100 mg/kg 4,63 +1,19* 2,25 + 0,89* 51,40 133,25 £ 53,30
EHEPg 200 mg/kg 6,38+ 2,13 2,38+ 1,41* 48,59 97,15 + 52,38
EHEPg 400 mg/kg 3,75+ 3,11** 0,50 + 0,76**** 89,20 203,6 + 55,95****

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: "EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8). ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Tukey de multiplas
comparagdes; P<0,05 (*); P<0,01 (**); P<0,0001 (****) em comparagao ao controle.

4.3.2 Avaliagao bioquimica e hematolégica

Ap0Gs quatro horas de observagao, foram realizadas as coletas de sangue para
as analises bioquimicas e hematoldgicas. Na dosagem dos analitos referentes a
funcdo renal, ndo houve diferengas significativas entre os grupos. Em relagdo as
dosagens de AST e ALT, apesar de o grupo tratado com o farmaco padréo ter revelado
niveis baixos em relagdo ao Grupo Normal, como mostra a tabela 11, ndo houve

diferencga significativa (P > 0,05).

Tabela 11 — Dosagens bioquimicas de amostras sanguineas coletadas apos
finalizacao da atividade antidiarreica

Grupos Ureia Creatinina AST ALT

(mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
Normal 19,74 + 1,98 0,39+0,08 24,83 + 12,04 27,53 +12,12
Controle 20,00 +2,43 0,44 + 0,09 17,56 £ 2,98 20,73 + 03,06
Loperamida 3 mg/kg 20,89 + 2,97 0,42 + 0,08 12,29 + 3,94 14,43 £ 04,46
EHEPg 50 mg/kg 19,80 + 1,90 0,45+ 0,09 22,75 + 8,61 26,20 + 08,59
EHEPg 100 mg/kg 20,60 + 2,97 0,40 + 0,05 22,15+ 3,19 24,00 + 03,29
EHEPg 200 mg/kg 21,51 +2,88 0,48 +0,13 21,51 +12,19 24,79+ 12,82
EHEPg 400 mg/kg 21,18 + 3,80 0,47 £ 0,11 17,23 + 10,52 20,14 + 10,90

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “AST” — Aspartato Aminotransferase; “ALT” — Alanina Aminotransferase; e “EHEPg” — Extrato
Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao
(n=8). ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey de multiplas comparagdes. P < 0,05 em comparagao
ao Grupo Normal.
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Nas analises hematolégicas da série vermelha, os grupos ndo demonstraram
alteragdes significativas em comparagéao ao Grupo Normal, como mostra a tabela 12.
Na série branca, o unico parametro que apresentou variagdo entre os grupos foi a
série plaquetaria. Os camundongos tratados com o EHEPg na dose de 100 mg/kg
demonstraram contagem de plaquetas inferiores aquelas contabilizadas no Grupo
Normal. Ja os animais tratados com o EHEPg nas doses de 200 e 400 mg/kg
apresentaram valores de plaquetas superiores aos demais grupos, como demonstra
a tabela 13. Apesar da variagdo na contagem de plaquetas entre os grupos, todos
foram estatisticamente semelhantes para esse parametro. (P > 0,05).

Ao realizar a extragado do fragmento ileal de 2 cm para avaliagao histolégica,
percebeu-se que os seis animais do grupo tratado com EHEPg na dose de 400 mg/kg
que n&o haviam urinado durante o periodo de observagao apresentaram bexigoma,

termo que designa a distenséo da bexiga por acumulo de urina.

Tabela 12 — Avaliagdo hematologica da série vermelha de amostras coletadas apos
finalizagao da atividade antidiarreica

Grupoe Hm Hb Ht VCM HCM CHCM
P (10%/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (%)
Norrmal 499+ 1505+ 4525+ 9120+ 2078+ 3308+
0,39 1,38 417 1,82 0.48 0,12
Controle 504+ 1519+ 4563+ 9201+ 2996+ 3309+
045 1,54 4,63 1,98 0.40 0.14
Loeramida 3 malk 504+ 1518+ 4563+ 9251+ 3000+ 3324+
P 9'kg 044 1,47 4,44 224 042 0,18
519+ 1578+ 4738+ 9163+ 2095+ 3308+
EHEPg 50 mglkg 0,73 2,39 717 3,18 0,40 0,09
508+ 1530+ 46,00+ 9245+ 2999+ 3313+
Sl Ere M g 0,42 1.40 4,24 1,77 0,42 0,18
488+ 1461+ 4388+ 9143+ 2991+ 3306+
EHEPg 200 mg/kg 0,24 0,83 247 2,02 0,38 0,12
497+ 1494+ 4488+ 9218+ 2094+ 3305+
EHEPg 400 mglkg 0,34 1,12 3.40 242 0,39 0,11

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “Hm” — Hemacias; “Hb” — Hemoglobina; “Ht” — Hematécrito; “VCM” — Volume Corpuscular Médio;
“HCM” — Hemoglobina Corpuscular Média; “CHCM” — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular
Média; e “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8). ANOVA de duas vias e pds-teste de Tukey; P<0,05 em comparagéo ao
Grupo Normal.
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Tabela 13 — Avaliagdo hematoldgica da série vermelha de amostras sanguineas pos

atividade antidiarreica

Grupos Leu Seg Eosi LT Mono Plaq
P (cél/imm?) (%) (%) (%) (%) (cél/imm?)
Normal 722500+ 4538+ 225+ 5125+ 188+  173.62500 +
1.303,57 1,60 282 1,49 0,64 32.749, 86
680000+ 4513+ 188+ 5188+ 162+  176.62500 +
Controle
971,01 1,73 0,83 1,64 0,92 12.397 44
L overamida 3 ma/kq | 657500% 4438+ 225% 5138: 200%  174.62500%
P 9%g | 470273 2.88 0,89 3.16 0,76 26.424.76
6.38750+ 4500+ 213+ 5100+ 188+  178.87500+
EHEPg 50 mglkg 777.24 2,93 0,99 2.39 0,83 8.887,19
6.26250+ 4463+ 175+ 5125+ 238+ 14372500+
EHEPg 100 mglkg 1.175.87 233 0,89 1,83 1,60 52.285.25
671250+ 4175+ 263+ 5363+ 200+  193.25000 +
EHEPg 200 mg/kg 807,89 2,19 0,92 1,85 0.76 39.281,95
701250+ 4238+ 200+ 5413+ 150+  189.250,00 +
Snld AU mELEe 1.062,93 1,69 0,76 1,46 0,93 31.513,04

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: “Leu” - Leucécitos; “Seg” - Segmentados; “Eosi” - Eosindfilos; “LT” - Linfocitos Tipicos; “Mono” -
Mondcitos; “Plaq” - Plaquetas; e “EHEPg” — Extrato Hidroetandlico de Psidium guineense. Os
resultados estao expressos como média * desvio padrdo (n=8). ANOVA de duas vias e pos-teste de

Tukey; P<0,05.
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4.3.3 Analises histologicas

As preparagdes histologicas dos ileos dos camundongos do Grupo Normal ndo
apresentaram alteracdes estruturais e mantiveram a arquitetura tecidual preservada.
O padrao estrutural das vilosidades nao sofreu alteragbes, estando revestidas com o
epitélio colunar simples, constituido predominantemente por células absortivas e

células caliciformes, como mostra a figura 10.

Figura 10 — Fotomicrografia do ileo distal de camundongo do Grupo Normal em
modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino

100.00um

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: Observam-se as vilosidades com organizagao estrutural tipica, projetando-se para o lumen. “L”
— Ldmen; “GI” — Glandulas intestinais; “CM” — Camada muscular. Coloragdo com Hematoxilina e
Eosina. Aumento de 100x.

As preparagdes histoléogicas do Grupo Controle demonstraram processo

inflamatério na mucosa intestinal. Em alguns campos microscopicos, observou-se
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alteragdes na morfologia das vilosidades, tais como redug¢éo na altura, aplainamento,

estreitamento e curvatura da porgao apical, conforme figura 11.

Figura 11 — Fotomicrografia do ileo distal de camundongo do Grupo Controle em

modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: Vilosidades com alteragdes morfoldgicas, apresentando porgéo apical aplainada (seta preta),
estreita e curvada (seta vermelha). Nota-se também a presenga de infiltrados inflamatdrios (setas
brancas). Coloragdo com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400x.

Nos Grupos Loperamida 3 mg/kg e EHEPg 50 mg/kg foram observados areas
com intenso infiltrado de células inflamatérias na lamina prépria da porgao central das
vilosidades. A avaliagao qualitativa do grau de inflamagao indica semelhancga entre
esses dois grupos. Para tal, entretanto, faz-se necessario um estudo
histomorfométrico. No epitélio de revestimento das vilosidades observou-se também
erosao epitelial com numerosas células descamadas, como demonstram as figuras
12 e 13.



71

Figura 12 — Fotomicrografia do ileo distal de camundongo do Grupo Loperamida 3

mg/kg em modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino

Fonte: AUTOR (2020).

Nota: Vilosidade situada centralmente com intenso infiltrado de células inflamatérias na lamina propria
(setas brancas). Restos de células epiteliais (setas pretas) sdo vistos na superficie desta vilosidade e
no limen. Coloragdo com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400x.

A analise das preparagdes histolégicas do Grupo EHEPg 100 mg/kg revelou
menor intensidade no processo inflamatoério em relagédo ao Grupo EHEPg 50 mg/kg.
A fotomicrografia do Grupo EHEPg 100 mg/kg encontra-se na figura 14.

Devido ao baixo estado de fixagdo do fragmento de ileo coletado do Grupo
EHEPg 200 mg/kg, n&o foi possivel observar com clareza as caracteristicas teciduais

de tal grupo, o que impediu sua analise fidedigna.
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Figura 13 — Fotomicrografia do ileo distal de camundongo do Grupo EHEPg 50 mg/kg

em modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino

o :.‘f‘_‘ =
R
- - :
Fonte: AUTOR (2020).

Nota: E possivel observar a presenca de fragmentos epiteliais (seta preta) e infiltrados inflamatérios
(seta brancas). Coloragdo com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400x.

O tratamento com o EHEPg na dose de 400 mg/kg propiciou processos
inflamatoérios ainda menos intensos na mucosa ileal dos camundongos quando
comparado ao observado no grupo tratado com EHEPg na dose de 100 mg/kg, como
demonstra a figura 15. Tais observagdes indicam, mais uma vez, que o extrato foi
eficaz em minimizar os agao do 6leo de ricino na mucosa intestinal dos camundongos.

A analise qualitativa das preparag¢des dos Grupos EHEPg 100 mg/kg e EHEPg
400 mg/kg sinaliza que ambos os grupos apresentam vilosidades com morfologia

semelhante aquela observada no Grupo Normal.
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Figura 14 — Fotomicrografia do ileo distal de camundongo do Grupo EHEPg

100 mg/kg em modelo de diarreia induzida por éleo de ricino

Fonte: AUTOR (2020).
Nota: Coloragdo com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400x.

Figura 15 — Fotomicrografia do ileo distal de camundongo do Grupo EHEPg

400 mg/kg em modelo de diarreia induzida por éleo de ricino

[
Fonte: AUTOR (2020).
Nota: Coloragdo com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400x.
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5 DISCUSSAO

Apesar das plantas medicinais serem fontes terapéuticas em comunidades ao
redor do mundo, algumas espécies podem trazer riscos a quem as utiliza (GUPTA et
al., 2016; PATIL, 2016). Estudos toxicolégicos sao, portanto, necessarios para garantir
a seguranca no uso de tais espécies, pois a partir da avaliagdo toxicoldgica séo
estabelecidos os principais efeitos adversos, bem como sdo definidos parametros
importantes para o estabelecimento da dosagem terapéutica. Embora levantamentos
etnobotanicos revelem a utilizagdo popular da espécie Psidium guineense (DAS et al.,
2009; LEONTI, 2003), é importante verificar se suas propriedades farmacoldgicas
resultam em prejuizos a saude de seus usuarios.

A administracdo do EHEPg por v.o. na dose de 2.000 mg/kg n&o causou 6bitos,
tampouco reagdes comportamentais significativas nos camundongos submetidos ao
teste em comparacdo aos do Grupo Controle, que recebeu apenas o veiculo.
Resultados semelhantes foram obtidos com as espécies P. cattleianum, P. guajava e
P. brownianum a partir de diferentes preparacdes, porém poucos trabalhos buscaram
investigar as possiveis agdes toxicas da P. guineense (CASTRO et al.,, 2015;
MANEKENG et al., 2019; SAMPAIO et al., 2020).

Os achados de Souza (2016) acerca da toxicidade por via oral da espécie P.
guineense corrobora com o que foi observado no presente estudo, embora a dose do
extrato foliar aquoso aplicada no referido estudo tenha sido 400 vezes menor que a
do EHEPg utilizada, de 2.000 mg/kg. Dessa forma, fica evidente a importancia de
trabalhos que buscam conhecer os limites do uso da espécie P. guineense em
diferentes preparacdes, doses e vias de administracao.

Na triagem farmacolégica comportamental, entre os sinais de estimulag&o do
SNC, foram observados postura em garra, movimento estereotipado, hiperatividade e
irritabilidade. Tais manifestagdes em ambos os grupos, apresentadas moderada e/ou
intensamente, € um possivel resultado da influéncia de fatores inerentes ao protocolo
experimental, como a contengdo animal e a administragdo intragastrica das
substéncias a serem testadas. Além disso, o procedimento preconizado pela OCDE
recomenda a submissdo dos animais a um jejum prévio de quatro horas. O estado
nao alimentado também pode ter influenciado na manifestacdo desses

comportamentos em ambos 0s grupos, uma vez que a privagao alimentar modula a
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liberacédo de corticosterona, um glicocorticoide liberado em situagcédo de estresse pelo
cértex adrenal de roedores (HORMAN et al.,, 2018). Recentemente, um estudo
evidenciou que a fome pode gerar comportamentos agressivos e impulsivos, que s&o
acentuados em condigbes estressantes, como as condi¢gdes experimentais
previamente comentadas (MACCORMACK; LINDQUIST, 2019).

O consumo de agua e ragao, e a variagao ponderal, também sao critérios que
expressam toxicidade, ainda que n&o haja 6bito nos grupos no periodo de avaliagéo
considerado (NGUEGUIM et al.,, 2015). A partir desses aspectos, o EHEPg
demonstrou seguranga de uso, posto que ndo houve diferengas significativas entre os
grupos tratados com veiculo e com EHEPg na dose de 2.000 mg/kg durante os catorze
dias de analise.

Outros parametros enquadrados na avaliagéo toxicoldgica sdo a macroscopia
e o peso relativo de 6rgaos, cujas alteragdes morfolégicas e de coloragdo podem
indicar dano (NGUEGUIM et al., 2015). Por outro lado, analises sanguineas de
parametros bioquimicos e hematoldgicos podem revelar processos de danos teciduais
que ainda n&o foram expressos morfologicamente nos 6rgaos, sendo, portanto,
parametros importantes de serem mensurados na toxicidade aguda (DAHHAM et al.,
2016).

A analise macroscoépica do figado e dos rins em associagdo as dosagens
bioquimicas de AST e ALT, e Ureia e Creatinina, respectivamente, indicaram que nao
houve injuria tecidual provocada pelo EHEPg na dose de 2.000 mg/kg. O bago e os
pulmdes também nd&o demonstraram caracteristicas anormais, tampouco
apresentaram pesos relativos com diferencas estatisticas aos observados nos animais
do Grupo Controle. Resultados semelhantes também foram obtidos por Sousa (2016),
embora tenha utilizado a dose de 50 mg/kg do extrato foliar aquoso.

A confirmacgéo de integridade tecidual, no entanto, sé poderia ser afirmada por
meio de analises histopatoldgicas. No presente estudo, essa analise foi impedida pelo
baixo estado de fixacdo dos fragmentos de cada orgao excisado. A utilizagdo da
solugdo de formalina a 10% no processo de fixagdo traz algumas desvantagens,
apesar do custo-beneficio, como fixagdo lenta e pouco penetrante (CAMPOS;
TAFURI; PINTO, 2016). Para diminuir tais interferentes, Buesa (2008) recomenda que

esse processo seja executado em temperaturas proximas aos 40 °C. No presente



76

estudo, o processo de fixagdo com formalina a 10% foi realizado em temperatura
ambiente, podendo ser esta uma das causas para sua baixa qualidade.

Entre os achados laboratoriais de toxicidade aguda, houve elevagao
plaquetaria nos animais que receberam o EHEPg na dose de 2.000 mg/kg por v.o. (P
< 0,05). Anteriormente outra espécie do género Psidium, a Psidium guajava, também
apresentou efeito trombocitopoietico. Ahmad e colaboradores (2019) demonstraram
que o extrato hidroetandlico dessa espécie, bem como suas fragdes aquosa e
butanoica, recuperaram a contagem de plaquetas a niveis normais em animais
previamente tratados com busulfan, um agente trombocitopénico. Outro estudo
elucidou que essa acao é devido ao trombinol, uma fracdo bioativa do extrato foliar
hidroetandlico 70% da P. guajava, que estimulou a producdo e a secregcdo de
trombopoetina em células de hepatoma humano (BERLIAN; TANDRASASMITA;
TJANDRAWINATA, 2017). Tais achados, associados a contagem plaquetaria do
presente estudo, embasam a hipdtese de que a P. guineense deve possuir vias
metabdlicas de produgdo de compostos com atividade semelhante. Para tanto, faz-se
necessario a execucdo de estudos fitoquimicos mais robustos, bem como a
verificagcao da atividade antitrombocitopénica em ensaios especificos.

Partindo para a investigacdo antidiarreica, as folhas da espécie Psidium
guineense, sob a forma do EHEPg, apresentaram atividade farmacolégica em
camundongos. Apesar dos relatos de uso popular desta espécie no tratamento da
diarreia (ANESINI; PEREZ, 1993; DAS et al., 2009), até entdo ndo havia registros de
investigacbes cientificas para essa finalidade. Pesquisas etnoboténicas e
farmacoldgicas ja haviam evidenciado o potencial farmacolégico do género Psidium
para afec¢des do TGl , incluindo a diarreia (BORAH; DASH; CHAKRABORTY, 2018;
CROVETTO, 2012; LANDRUM, 2016; MAGALHAES et al., 2019; SUROOWAN;
PYNEE; MAHOMOODALLY, 2019), o que motivou tal investigagao nesse estudo.

O efeito antidiarreico do EHEPg foi proeminente em duas doses testadas, 100
mg/kg e 400 mg/kg, indicando efeito ndo dose-dependente. Essas doses foram
eficazes em retardar o inicio e diminuir a frequéncia dos episédios diarreicos
provocados pela administragdo do 6leo de ricino em camundongos, de modo que a
maior dose apresentou efeito superior ao farmaco utilizado. Situagao semelhante foi
observada no estudo de atividade antidiarreica realizada por Zhao e colaboradores
(2018), onde a fragdo butanoica do extrato das cascas de Punica granatum L nas
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doses de 100 mg/kg e 400 mg/kg estenderam a laténcia diarreica por periodos
similares; além disso, apenas a menor dose, 100 mg/kg, foi capaz de reduzir
consideravelmente o numero de evacuagdes liquidas nos camundongos.

O oleo de ricino, consolidado agente indutor da diarreia em trabalhos
cientificos, proporciona seu efeito laxante através da estimulacdo da motilidade
intestinal, bem como induzindo a secregdo gastrointestinal (AL-AWQATI,
GREENOUGH, 1972; MASCOLO et al., 1994; PHILLIPS et al., 1965). Uma vez que o
EHEPg foi eficaz em reduzir os efeitos diarreicos do 6leo de ricino, acredita-se que
sua atividade antidiarreica vem de agdes antissecretoérias e/ou antimotilidade.

Ojewole, Awe e Chiwororo (2008) verificaram que o extrato aquoso das folhas
de Psidium guajava na dose de 400 mg/kg por v.o. inibiu a motilidade intestinal e a
secrecéo de fluidos intestinais na diarreia induzida pelo 6leo de ricino. Recentemente,
um estudo verificou que o extrato foliar hidroetandlico 70/30 dessa mesma espécie foi
capaz de recuperar os ions Na*, K* e Cl- a niveis séricos normais em ratos cuja diarreia
havia sido induzida pelo 6leo de ricino, indicando o mecanismo antissecretorio
envolvido (KORIEM; ARBID; SALEH, 2019).

Um estudo realizado por Mascolo e colaboradores (1994) demonstrou que ratos
tratados com bloqueadores da sintese de oxido nitrico tardaram em desenvolver a
diarreia induzida pelo 6leo de ricino, além de impedir o acumulo de fluidos e reduzir o
transito intestinal. Isso sinaliza que um dos meios pelo qual o EHEPg possa ter agido
no presente estudo também seja pelo bloqueio da via nitrérgica.

Observagdes importantes na bexiga de alguns animais durante a andlise da
atividade antidiarreica trouxeram indicativos de um possivel mecanismo de acido do
EHEPg. A administracdo em doses elevadas de substancias com agao em receptores
opioides, como a loperamida, além de levar a constipagao grave e prostragdo, pode
causar intensa retencéo urinaria (LABORATORIO GLOBO LTDA., 2014). 75% dos
animais que receberam EHEPg por v.o. na maior dose (400 mg/kg) apresentaram o
efeito supracitado, levando-nos a crer que o EHEPg provavelmente age como
agonista de receptores opioides de fibras musculares lisas, reduzindo a motilidade
intestinal, tal qual o loperamida. E possivel ainda que a espécie Psidium guineense
tenha acgao satisfatéria em diarreias infecciosas e diarreias associadas ao uso de

antibidticos, uma vez que também apresenta efeito sinérgico com quinolonas, beta-



78

lactdmicos e carbapenens em micro-organismos resistentes (FERNANDES et al.,
2012).

Metabolitos secundarios sdo compostos produzidos por espécies vegetais,
indispensaveis para sua sobrevivéncia e permanéncia em seu ambiente. Grande parte
das atividades farmacoldgicas apresentadas por espécies vegetais tem origem nos
metabdlitos secundarios produzidos por estas (AZIZ et al., 2016). A avaliagao do perfil
fitoquimico da Psidium guineense, atualmente, esta focado sobre os 6leos essenciais
produzidos pelas folhas dessa espécie (FIGUEIREDO et al., 2018; LIMA et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2018), enquanto aqueles voltados aos extratos foliares estao
escassos (FERNANDES et al., 2012; MACAUBAS-SILVA et al., 2019).

A investigacéao fitoquimica do EHEPg demonstrou auséncia de taninos, classe
de metabdlito secundario relacionado a atividade antidiarreica exibida por plantas
medicinais (RUSSO et al., 2018). No entanto, polifendis e flavonoides, metabdlitos que
também estdo envolvidos no desempenho da atividade antidiarreica de espécies
medicinais, foram identificadas no extrato. Hirudkar e colaboradores (2020a)
demonstraram que o flavonoide quercetina, isolado da Psidium guajava, foi capaz de
inibir a diarreia infecciosa por Shigella flexneri ao agir sobre uma protease microbiana
envolvida na patogénese diarreica. Um estudo prévio revelou que esse flavonoide
também tem acdo antissecretéria no TGIl, modulando canais de cloro dependentes de
calcio (YU et al., 2016). A quercetina também foi identificada em outras espécies do
género Psidium (CUI et al., 2016; SOBRAL-SOUZA et al., 2019), inclusive nas folhas
da P. guineense (MACAUBAS-SILVA et al., 2019), mesma parte utilizada para a
produgdo do EHEPg. Essa pode ser uma das alternativas para a atividade

antidiarreica exibida pelo extrato.
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6 CONCLUSAO

A analise da atividade antidiarreica em camundongos demonstrou que a
especie Psidium guineense apresentou atividade nas trés maiores doses
testadas do EHEPg, das quais as doses de 100 mg/kg e 400 mg/kg
demonstraram melhor eficacia;

Polifendis totais e flavonoides foram detectados no EHEPg, os quais podem
estar relacionados a atividade antidiarreica demonstrada pela Psidium
guineense dado ao efeito semelhante obtido em outras espécies do género;
O teste de toxicidade aguda revelou que a DLso do EHEPg é acima de 2.000

mg/kg, demonstrando seguridade no uso por via oral em camundongos.
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ANEXO D - EXSICATA DA ESPECIE ESTUDADA
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