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RESUMO

Campomanesia xanthocarpa Berg., popularmente conhecida como guaviroveira ou
guabirobeira, tem amplo uso na medicina popular e é utilizada para regular o fluxo
intestinal, para o tratamento de cistites, uretrites, disenterias, Ulceras gastricas; e
também apresenta efeito anti-inflamatorio. Diversas possibilidades terapéuticas
foram cientificamente testadas e comprovadas utilizando o extrato das folhas de tal
planta. Frente a tantas possibilidades terapéuticas, tornou-se necessario avaliar 0s
efeitos toxico-reprodutivos, teratogénicos e genotoxicos do extrato etanodlico das
folnas de Campomanesia xanthocarpa em camundongos Swiss, a fim de garantir a
seguranca do uso seja qual for o fim terapéutico desejado. Foram utilizados 45
camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss de ambos os sexos (15 machos;
30 fémeas) em idade reprodutiva. As fémeas prenhes foram distribuidas (n=10) em
grupo controle, animais tratados com agua ultrapura, e grupos experimentais que
foram tratados com duas doses do EECx (100 e 1000mg/kg). Nao foram observadas
alteracBes nos parametros biométricos, reprodutivos, embriofetais e toxicogenéticos
em nenhuma das doses testadas. Frente ao exposto, sugere-se seguranca de uso
do EECYX, inclusive no periodo gestacional, jA que o0 mesmo ndo apresentou efeitos
toxicogenéticos, ndo interferiu nos parametros reprodutivos de camundongos fémeas

e nem no desenvolvimento embriofetal de suas proles.

Palavras-chaves: folhas; planta medicinal;, Myrtaceae.



ABSTRACT

Campomanesia xanthocarpa Berg., Popularly known as guaviroveira or guabirobeira,
iIs widely used in folk medicine and is used to regulate intestinal flow; for the
treatment of cystitis, urethritis, dysenterias, gastric ulcers; It also has anti-
inflammatory effect. Several therapeutic possibilities have been scientifically tested
and proven using the extract of the leaves of such a plant. Faced with so many
therapeutic possibilities, it has become necessary to evaluate the toxic-reproductive,
teratogenic and genotoxic effects of the ethanolic extract of Campomanesia
xanthocarpa leaves in Swiss mice, in order to ensure the safe use whatever the
desired therapeutic purpose. Forty-five mice (Mus musculus) of the Swiss strain of
both sexes (15 males; 30 females) of reproductive age were used. The pregnant
females were distributed (n = 10) in control group, animals treated with ultrapure
water, and experimental groups that were treated with two doses of EECx (100 and
1000mg / kg). No changes in biometric, reproductive, embryofoetal and toxicogenetic
parameters were observed at any of the doses tested. In view of the above, it is
suggested that EECx is safe to use, even during the gestational period, since it had
no toxicogenetic effects, did not interfere in the reproductive parameters of female

mice or in the embryofetal development of their offspring.

Keywords: leaves; medicinal plant; Myrtaceae.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Perfil quimico da familia Myrtaceae...............ooovvvvviriiiiiiiiiiiiie e, 16
Figura 2- Campomanesia xanthocarpa: Vista da &rvore...........ccoccceeeeeiiiiiiiieeeeennnnns 17
Figura 3 - Campomanesia xanthocarpa: Detalhe das flores...........ccccovvvviiiiiiiiinnnnnnn. 18

Figura 4 - Campomanesia xanthocarpa — Detalhe das folhas, dos frutos e das
12T 0 01T 01 S F PP 19
Figura 5 - Fotomicrografia de eritrocitos policromaticos (PCEs) de sangue periférico
de rato Wistar. A seta indica micronucleo. Coloracdo: Alaranjado de acridina.
Microscopia de fluorescéncia, aumento de L1000X..........cccevvvrrriieeeirerriiiniinareeaeeeeeene 21
Figura 6 - 6A: Parametros biométricos das fémeas tratadas com o extrato etandlico
de Campomanesia xanthocarpa (EECx). 6B e 6C: Peso absoluto e relativo dos
orgaos das fémeas tratadas com EECX, respectivamente...........cccccceevviivveeeeeeeninnne. 36
Figura 7 - 7A: Ensaio do micronicleo em sangue periférico realizado em fémeas
tratadas com extrato etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECx). 7B: Ensaio

de fagocitose esplénica realizado em fémeas tratadas com



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Parametros reprodutivos das fémeas prenhes tratadas com o extrato

etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECX)..........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 38

Tabela 2 - Malformacdes externas encontradas na prole das fémeas tratadas com o

extrato etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECX)..........cccccvvvvriirieeieeinneeeennn. 39

Tabela 3 - Malformacdes viscerais encontradas na prole das fémeas tratadas com o

extrato etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECX)..........coovvvviiviiiiiiiiiiieeeeeenn, 40

Tabela 4 - Malformacgbes esqueléticas encontradas na prole das fémeas tratadas
com o extrato etanolico de Campomanesia xanthocarpa (EECX)..........cccoccvvveeeeennn. 41



SUMARIO

(R0 ] 510070 J TP 12
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 14
2.1 Plantas MediCiNaUS.......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 14

2.2 A familia MYrtaC@ae.........coouuiiiiiiiiiiiiiiie e 14

2.2.1 ASPEeCtOS DOLANICOS.........ccoiiiiieeeee e 14

2.2.2 Aspectos quimicos € biolOgICOS..........ceveriiiiiiiiieieeiieee e 15

2.3 0 género CamPOMaANESIA....ccccceeeeeeieeeeeeeeeeiiie s es s e e e e e e e e e ee e e ee e e e eeas 16

2.4 Campomanesia XanthoCarPa.......ccoccveeeiiiiiiiiiii e 16

2.5 ENSaiOS DIOIOQICOS ... 20

2.5.1 TOXICOGENALICA. ... .uveeeeeeiiiiieiie ettt 20

2.5.2 TeratogeniCidade........cccoeeeeeee e e e e e e e e e eeaaaees 21

S OBUIETIVOS. ...ttt e e e e e e e ettt e e e e e aaaeaeeeee e e e e nnneernreranennnes 23
3.1 ODJetiVO GEral......ccceiieeeee e 23

3.2 ODbjetivos @SPECITICOS . ...uuiiiiiiiiiiiiiie e 23

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccotiieeeeeeeete ettt 24
5 MANUSCRITO ..ot e e e e e e e e e e e et eeeaan e e eeananns 29
RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e bbb e e e enreeeees 30

L INTRODUGAO. ..ottt 31

2 MATERIAIS E METODOS........cciitiieeeteeee ettt evs et eneneeaese s 31

2.1 Coleta do material DOtANICO.........ccceviiiiiiiiiiiii e 31

2.2 Preparacdo do extrato etandlico de Campomanesia xanthocarpa

(=0 P EREEPPRR 32

2.3 Animais e condigBes ambientais................uveiiiieiiiieeeeeee e, 32

2.4 Delineamento Experimental.........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee 32

2.4.1 ENSaios BiolOQICOS. .......oouvvieiiieiiiiiiieee e 33

2.4.2 Par&metros BIOMELNCOS. ......ccccuvvriiiiiiiiiiiiieeeee e eee e e 34

243 Desempenho  Reprodutivo e  Desenvolvimento
EMBFOTEtal.......cveiiiieiiieiieee e 34

2.4.4 Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico................... 35

2.4.5 Ensaio de Fagocitose ESplénica..........cccceeeeeeeeiieiiiieeiinnnnns 35

2.5 ANAlise estatiStiCa...........ccceeeieiiii e 35

S RESULTADOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e eeeneseneeane e 36

3.1 Avaliacéo dos parametros biomeétricoS..........ccceeeeeeeeeeeecccccciiinnee, 36

3.2 Avaliacdo do desempenho reprodutiVo...........cccceeeeeeieeeeiiiveeeieeninnn, 38

3.3 Avaliacéo do desenvolvimento embriofetal..............cccceoevivviviennnnn. 39

3.4 Avaliacao tOXICOGENELICA. ... .uuuvuriieiee e e eeee e 41

A DISCUSSAD. ...ttt st s st 43

5 CONCLUSAOD. ..ottt s a7

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coiiiiiieieiee et 48

6 CONSIDERAGOES FINAIS.....coe e eeeeeeeeee et en et 52

T ANEXOS . ..t e a e e e e ae e 53



12

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais representa um recurso terapéutico para a
populacdo mundial. Uma vez que o comércio de ervas, folhas, raizes, cascas,
sementes de plantas potencialmente medicinais pode ser encontrado nas grandes
cidades em feiras, bancas e até mesmo em lojas especializadas nesse tipo de
produto (GOTTLIEB; KAPLAN; BORIN, 1996). Pessoas com menor poder aquisitivo
podem facilmente ter acesso ao produto natural devido ao seu baixo custo
(ANDRADE et al., 2005), possibilitando o tratamento das doencgas que 0os acometem.

A biodiversidade brasileira é reconhecida, por representar cerca de 20% da
flora mundial. Tal riqueza biolégica tem sido estudada a fim de explorar o potencial
medicinal, uma vez que diversas plantas apresentam uma quantidade significativa
de compostos bioativos (OLIVEIRA et al., 2012).

Dentre as plantas medicinais identificadas pelo conhecimento popular e que
podem ser facilmente adquiridas em mercados/feiras estdo as plantas do género
Campomanesia Ruiz & Pav, pertencentes a familia Myrtaceae, comumente
conhecidas por terem frutos adocicados, utilizados para a producéo de doces e por
seu potencial uso terapéutico (KUSKOSKI et al.,, 2006; VALLILO et al., 2006a;
VALLILO et al., 2006b).

Existem varios estudos na literatura a respeito de possiveis atividades
terapéuticas da C. xanthocarpa. No entanto, a avaliacao toxicolégica e teratogénica
ainda é escassa. Estudos de Klafke et al. (2010) mostraram que o extrato reduziu o
nivel de colesterol no sangue em pacientes hipercolesterolémicos, o que demonstra
uma possivel aplicagéo terapéutica. Klafke et al. (2012) mostraram que o extrato de
C. xanthocarpa possui atividade antiplaquetaria, antitrombdtica e fibrinolitica em
camundongos, 0 que pode ser efetivo para prevenir a formagéo de trombose. O
estudo de Markman; Bacchi; Kato (2004) mostrou que o extrato hidroetandlico de C.
xanthocarpa possui atividades efetivas na prevencéo de Ulceras gastricas em ratos.
Vinagre et al. (2010) sugerem ainda que a decocg¢éao de folhas de C. xanthocarpa
pode ser util para o controle do diabetes mellitus.

Devido a escassez de avaliagGes toxicoldgicas e teratogénicas para garantir a
seguranca do uso de tal planta, tornou-se necessario o estudo pré-clinico. Frente ao

exposto, no trabalho foram avaliados os efeitos toxico-reprodutivos, teratogénicos e
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genotoxicos do extrato etandlico das folhas de Campomanesia xanthocarpa (EECX)

em camundongos Swiss.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas como fonte primaria para medicamentos, alimentacéo,
cosmeéticos e outros ocorre desde as antigas civilizacbes. Com o evento das
migracdes, esses conhecimentos foram difundidos. (CORDELL, 1993).

No fim do século XX, a utilizagdo de plantas medicinais foi difundida entre as
populacdes. Tal difusdo foi devida ao reconhecimento do uso pelos sistemas de
medicina tradicional e pela insercado das plantas medicinais em farmacopeias, seja
pelo poder de cura no estado in natura ou como fonte de novos medicamentos
(FREITAS, 1999; ELVIN-LEWIS, 2001).

O uso de plantas medicinais representa um recurso terapéutico para a
populacdo mundial. Uma vez que o comércio de ervas, folhas, raizes, cascas e
sementes de plantas potencialmente medicinais podem ser encontrado nas grandes
cidades em feiras, bancas e até mesmo em lojas especializadas nesse tipo de
produto (GOTTLIEB; KAPLAN; BORIN, 1996). Pessoas com menor poder aquisitivo
podem facilmente ter acesso ao produto natural devido ao seu baixo custo
(ANDRADE et al., 2005), possibilitando o tratamento das doencas que os acometem.

Dentre as plantas medicinais identificadas pelo conhecimento popular e que
podem ser facilmente adquiridas em mercados/feiras estdo as plantas do género
Campomanesia Ruiz & Pav, pertencentes a familia Myrtaceae, comumente
conhecidas por terem frutos adocicados, utilizados para a producédo de doces e por
seu potencial uso terapéutico (KUSKOSKI et al., 2006; VALLILO et al.,, 2006a;
VALLILO et al., 2006b).

2.2 A familia Myrtaceae
2.2.1 Aspectos botéanicos

Com representantes de porte arbustivo ou arboéreo, a familia Myrtaceae
Jussieu contém cerca de 3.500 espécies, dividida em 100 géneros botanicos
(BARROSO e PEIXOTO, 1991).

Possuem folhas simples, coriaceas, inteiras, opostas ou, as vezes, alternas,
sem ou com estipulas muito pequenas. Ha presenca de pontuacdes devido as
glandulas oleiferas. O tipo de nervacdo € perinérvea, com frequente formacao de
nervura marginal (LEGRAND e KLEIN, 1991; JOLY, 1991).
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Geralmente, as flores sdo brancas ou vermelhas, efémeras, hermafroditas,
com simetria radial, normalmente pentdmeras, mono ou diclamideas,
frequentemente com um receptaculo bem desenvolvido. O androceu é polistémone e
dialisttmone, com estames desprovidos de anteras com bases fixas. Sugerem que
0 numero aumentado de estames nas mirtdceas seja devido a polinizacdo por
borboletas e passaros. O ovéario apresenta-se de supero a semi-infero, até infero,
variando de uni a multilocular. O estigma é indiviso. Frequentemente, as sementes
mostram poliembrionia e, algumas vezes, sédo aladas. (LEGRAND e KLEIN, 1991).

A anatomia do caule é caracterizada pelo floema intraxilematico e pontoactes
areoladas guarnecidas. As folhas s@o hipoestométicas, possuindo estdmatos
anomociticos e paraciticos. Taninos e cristais de oxalato de calcio sdo frequentes

(METCALFE e CHALK, 1972).

2.2.2 Aspectos quimicos e biolégicos

As espécies da familia Myrtaceae possuem como componentes quimicos
compostos volateis (mono- e sesquiterpenos), além de leucoantocianinas, taninos,
acidos fendlicos, ésteres, flavonoides e algumas saponinas (STASI; HIRAUMA-
LIMA, 2002).

Um estudo do perfil quimico e do uso popular da familia Myrtaceae foi
realizado por Cruz e Kaplan (2004). O perfil qguimico € caracterizado pela presenca
de taninos, flavondides, mono- e sesquiterpenos, triterpenoides, derivados do

floroglucinol, cromenos, estilbenoides e outros (Figura 1).
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Figura 1 - Perfil quimico da familia Myrtaceae.
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Fonte: Cruz e Kaplan (2004).

Dentre os géneros da familia Myrtaceae, os que mais se destacam no pais

sao: Psidium, Myrtus, Syzigium, Myrcia, Eugenia e Campomanesia.

2.3 O género Campomanesia

O género Campomanesia Ruiz & Pav ganha destaque entre a familia
Myrtaceae por apresentar 25 espécies, sendo destas, 15 espécies nativas brasileiras
(BIAVATTI et al., 2004). E distribuido no Cerrado brasileiro e em outros paises do
continente sul-americano (LORENZI et al., 2006; VALLILO et al., 2006a; VALLILO et
al., 2006b).

Os frutos sdo saborosos, adocicados e considerados relevantes para a
alimentacdo de pequenos mamiferos, aves, répteis e pela populacdo humana, seja
no estado natural ou na forma de licores, geleias, sucos, sorvetes e doces
(KUSKOSKI et al., 2006; VALLILO et al., 2006b).

2.4 Campomanesia xanthocarpa

A espécie Campomanesia xanthocarpa Berg., popularmente conhecida como
guavirova ou guabiroba pode ser encontrada no Brasil e em outros paises da
América do Sul (LORENZI, 1992).



17

A C. xanthocarpa € uma arvore semidecidual (Figura 2) de 10 a 25 m de
altura e de 30 a 70 cm de didmetro na base. A copa é arredondada com folhagem
densa de coloracdo verde-escura na parte adaxial e verde-clara na abaxial. Possui 0
tronco com caneluras e deiscéncia em tiras finos, ritidoma pardo-acinzentado e
novos ramos glabros amarelo-claros ou acinzentados (LEGRAND; KLEIN, 1977,
REITZ; KLEIN; REIS, 1988; MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

Figura 2- Campomanesia xanthocarpa: Vista da arvore.

Fonte: Jodo A. Bagatini

As folhas sdo simples, opostas, pecioladas, limbo ovalado-oblongo, apice
agudo ou acuminado e base aguda, por vezes assimétrica. O contorno foliar e o
tamanho séo variaveis, geralmente medindo entre 3,5 e 10 cm de comprimento e 2,5
e 5 cm de largura. A lamina foliar possui consisténcia membranacea e as nervuras
estdo impressas na face adaxial das folhas e muito saliente na face abaxial. As
flores (Figura 3) s&o hermafroditas e de coloragdo branca, com cinco pétalas
obovadas. A floracdo acontece entre setembro e novembro (LEGRAND; KLEIN,
1977; REITZ; KLEIN; REIS, 1988; MARCHIORI; SOBRAL, 1997).
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Figura 3 - Campomanesia xanthocarpa: Detalhe das flores.
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Fonte: Gerson L. Lopes

Os frutos (Figura 4) sdo comestiveis e na forma de bagas globosas, coroadas
por sépalas. Medem entre 2 e 3 cm de diametro, com epicarpo liso e fino. A
maturacdo ocorre entre novembro e dezembro, e a coloracdo do epicarpo passa do
verde para o amarelo ou alaranjado. O endocarpo é suculento, doce, suavemente
aromatico, e possui muitas sementes ovaladas e achatadas (LEGRAND; KLEIN,
1977; REITZ; KLEIN; REIS, 1988; SANCHOTENE, 1985; MARCHIORI; SOBRAL,
1997). As sementes (Figura 4) apresentam didametro médio longitudinal de 0,77 cm e
transversal de 0,62 cm (WESP, 2014).
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Figura 4 - Campomanesia xanthocarpa: Detalhe das folhas, dos frutos e das

sementes.

Fonte: Gerson L. Lopes

Esta espécie possui sinonimias botanicas, as quais sdo: Eugenia xanthocarpa
Mart.,, Campomanesia crenata O. Berg, Campomanesia dusenii Kausel,
Campomanesia malifolia O. Berg, Campomanesia rhombea O. Berg, Eugenia
variabilis Mart. e Psidium malifolium (O.Berg) F. Muell. (REFLORA, 2019).

A medicina popular utiliza tanto as folhas, como a casca do caule de tal planta
para regular o fluxo intestinal e o tratamento de cistites, uretrites, disenterias, Ulceras
gastricas e como um agente anti-inflamatério (D’AVILA, 1990; BARROSO, 1991,
CRAVO, 1994; ALICE et al., 1995).

Existem varios estudos na literatura a respeito de possiveis atividades
terapéuticas da C. xanthocarpa. Estudos de Klafke et al. (2010) mostraram que o
extrato reduziu o nivel de colesterol no sangue em pacientes hipercolesterolémicos,
0 que demonstra uma possivel aplicacdo terapéutica.

Klafke et al. (2012) mostraram que o extrato de C. xanthocarpa possui
atividade antiplaquetaria, antitrombotica e fibrinolitica em camundongos, o que pode

ser efetivo para prevenir a formacéo de trombose.
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O estudo de Markman; Bacchi; Kato (2004) mostrou que o0 extrato
hidroetandlico de C. xanthocarpa possui atividades efetivas na prevencao de Ulceras
gastricas em ratos. Vinagre et al. (2010) sugerem ainda que a decoccéo de folhas de
C. xanthocarpa pode ser util para o controle do diabetes mellitus.

Biavatti et al. (2004) observou um efeito anti-hiperglicémico significativo apés
4 semanas de tratamento com extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa.
Também foi observado menor ganho de peso nos rato tratados com a infusédo de C.
xanthocarpa quando alimentados com uma dieta hipercalérica.

O estudo de Pereira et al. (2012) mostrou que um potencial antioxidante para
os frutos de C. xanthocarpa.

Brandelli et al. (2013) observou uma inibicdo total do crescimento de
Trichomonas vaginalis ap6s uma incubacao pelo periodo de 4 horas com o extrato
de C. xanthocarpa. Além disso, ndo foram observadas atividades hemoliticas
significativa contra os heritrocitos humanos. Padilla et al. (2018) observou uma
atividade antiviral para o extrato de C. xanthocarpa contra a cepa do herpesvirus
suino 1 (SuHV-1).

O estudo de Otero et al. (2017) observou uma ac¢do antiplaquetaria quando
estimulada pelo agente agonista, e uma contribuicdo para o efeito antiplaquetério
quando associado ao 4cido acetilsalicilico (AAS) para ambos os agonistas.

Da Silva et al. (2016) realizaram um estudo extrato hidroetandlico de C.
xanthocarpa. Os resultados mostram que o extrato inibiu significativamente o edema
da pata, reduziu a migracdo leucocitaria e o vazamento de proteina para a cavidade
pleural.

Quanto a composicdo quimica das folhas de C. xanthocarpa, foi verificada a
presenca de flavonoides, saponinas, taninos e terpenos (KLAFKE et al., 2010;
SANT'ANNA et al., 2017).

2.5 Ensaios bioldgicos
2.5.1 Toxicogenética

As avaliacbes dos parametros biométricos sédo também necessarias, uma vez
gue a perda de peso e variacdes no peso absoluto e relativo dos 6rgaos pode indicar
toxicidade (DANESI; TACCA, 2004; YU et al., 2015).

O ensaio de micronucleo é considerado de grande importancia pelas agéncias
de pesquisa da area de genética toxicologica (OLIVEIRA et al., 2009; NAVARRO et
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al., 2014; KANG et al., 2013). Os micronucleos podem ser formados por quebras de
cromossomos durante o processo de mitose, sendo esta alteracdo denominada
danos clastogénicos, ou por um cromossomo nao ter migrado durante a anafase da
mitose e permanecer na ceélula, nesse caso danos aneugénicos (TORRES-
BUGAREN et al.,, 2015). Na maturacdo das células da linhagem eritrocitaria na
medula 6ssea, o nucleo principal € expelido do eritrécito nucleado e o micronucleo é
mantido na célula. Estes micronucleos (Figura 5) sado analisados em eritrécitos
policromaticos (PCEs, eritrcitos jovens) tanto na medula éssea quanto no sangue
periférico (RIBEIRO, 2006).

O ensaio é de grande importancia em testes pré-clinicos, os quais tém como
objetivo avaliar os riscos potenciais para a salude humana apds a exposicdo de
modelos experimentais a agentes quimicos e fisicos (BEMIS; TOROUS;
DERTINGER, 2015; RIBEIRO, 2016).

Figura 5 - Fotomicrografia de eritrocitos policrométicos (PCEs) de sangue periférico
de rato Wistar. A seta indica micronucleo. Coloracao: Alaranjado de acridina.
Microscopia de fluorescéncia, aumento de 1000x.

/

Fonte: Livia Cristina Hernandes, Laboratorio de Nutrigendmica — FCFRP/USP, 2011.

2.5.2 Teratogenicidade

As malformacdes congénitas podem ser ocasionadas por fatores genéticos ou
determinadas por desregulagbes quimicas, fisicas ou biologicas. Logo, os danos
causados no DNA, podem relacionar-se a efeitos teratogénicos. Uma vez que tais
danos podem afetar os mecanismos de mitose, meiose e apoptose (KUPSCO e
SCHLENK, 2015; MOORE e PERSAUAD, 1995; OLIVEIRA et al., 2009; SINGH et
al., 2015). Algumas substancias possuem a capacidade de ultrapassar a barreira

placentaria, portanto se houver a exposicdo de uma gestante e/ou fémea prenhe a
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agentes teratogénicos, possiveis malformacdes congénitas podem ocorrer devido a
alteracbes no desenvolvimento embrio-fetal (MOORE E PERSAUD, 1995;
ROSENFELD, 2015).

Os relatos de agentes teratégenos, em geral, sdo realizados por meio de
estudos retrospectivos em humanos. Impossibilitando a prevengdo de tais
malformacgdes, uma vez que elas ocorreram nesta amostrada (HOLMES, 2011).

Tendo em vista que a principal finalidade do estudo de teratogenicidade é
identificar possiveis teratbgenos a fim de alertar sobre os riscos associados a
utilizacao de tal agente e de que 0s ensaios experimentais sdo a melhor forma de
predizer os efeitos dos agentes potencialmente teratogénicos, tais estudos sdo de
importancia para protecdo da prole e devem ser ampliados (HOLMES, 2011,
MOORE e PERSUAD, 1995; OLIVEIRA et al., 2009).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos toxico-reprodutivos, teratogénicos e genotoxicos do extrato

etandlico das folhas de Campomanesia xanthocarpa em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do EECx nos parametros biométricos de camundongos Swiss
fémeas;

Avaliar o efeito do EECx nos parametros reprodutivos por meio dos ensaios
de desempenho reprodutivo em camundongos Swiss fémeas;

Avaliar o efeito do EECx no desenvolvimento embriofetal por meio dos
ensaios de teratogénese em camundongos Swiss fémeas;

Avaliar o efeito genotéxico do EECx por meio dos ensaios de micronucleo em

sangue periférico e fagocitose esplénica em camundongos Swiss fémeas.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacolégica: Campomanesia xanthocarpa Berg., popularmente
conhecida como guaviroveira ou guabirobeira, tem amplo uso na medicina popular e
é utilizada para regular o fluxo intestinal; para o tratamento de cistites, uretrites,
disenterias, Ulceras gastricas; e também apresenta efeito anti-inflamatorio. Diversas
possibilidades terapéuticas foram cientificamente testadas e comprovadas utilizando
0 extrato dessa planta.

Objetivo do estudo: Frente a tantas possibilidades terapéuticas, tornou-se
necessario avaliar os efeitos téxico-reprodutivos, teratogénicos e genotoxicos do
extrato etandlico das folhas de Campomanesia xanthocarpa (EECx), afim de garantir
a seguranca do uso seja qual for o fim terapéutico desejado.

Material e métodos: Foram utilizados 45 camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss de ambos os sexos (15 machos; 30 fémeas) em idade reprodutiva.
As fémeas prenhes foram distribuidas (n=10) em grupo controle, animais tratados
com &gua ultrapura, e grupos experimentais que foram tratados com duas doses do
EECx (100 e 1000mg/kg).

Resultados: N&o foram observadas alteracbes nos parametros biométricos,
reprodutivos, embriofetais e toxicogenéticos em nenhuma das doses testadas.
Concluséao: Frente ao exposto, sugere-se seguranca de uso do EECX, inclusive no
periodo gestacional, jA que o mesmo ndo apresentou efeitos toxicogenéticos, ndo
interferiu nos parametros reprodutivos de camundongos fémeas e nem no

desenvolvimento embriofetal de suas proles.

Palavras-chaves: planta medicinal; Myrtaceae; folhas; guavirova; guabiroba.
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1 INTRODUCAO

A Campomanesia xanthocarpa Berg., popularmente conhecida como
guaviroveira ou guabirobeira pode ser encontrada no Brasil e em outros paises da
Ameérica do Sul (LORENZI, 1992). A medicina popular utiliza tanto as folhas, como a
casca do caule dessa planta para tratar cistites, uretrites, disenterias e Ulceras
gastricas (ALICE et al., 1995, D’AVILA, 1990), além de ter o seu efeito anti-
inflamatorio explorado (CRAVO, 1994;).

Existem varios estudos na literatura a respeito de possiveis atividades
terapéuticas das folhas C. xanthocarpa, como: reducdo do nivel plasmético de
colesterol (KLAFKE et al., 2010); atividade  antiplaquetaria, antitrombdtica e
fibrinolitica (KLAFKE et al.,, 2012; OTERO et al., 2017); prevencdo de Ulceras
gastricas (MARKMAN, BACCHI, KATO, 2004); controle do Diabetes mellitus
(VINAGRE et al., 2010); atividade anti-hiperglicEmica e diminuicdo do ganho de peso
(BIAVATTI et al.,, 2014); inibicdo total do crescimento de Trichomonas vaginalis
(BRANDELLI et al., 2013); atividade antiviral contra a cepa do herpesvirus suino 1
(SuHV-1) (PADILLA et al., 2018); e inibicdo do edema da pata, redugcédo da migracao
leucocitaria e do vazamento de proteina para a cavidade pleural (DA SILVA et al.,
2016).

Devido a tantas possibilidades terapéuticas, tornou-se necessario avaliar 0os
efeitos téxico-reprodutivos, teratogénicos e genotdxicos do extrato etandlico das
folnas de Campomanesia xanthocarpa (EECx) em camundongos Swiss, afim de

garantir a seguranca do uso seja qual for o fim terapéutico desejado.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta do material boténico

As folhas C. xanthocarpa foram coletadas em Itapord, Mato Grosso do Sul,
Brasil. A planta foi identificada e uma exsicata foi depositada no Herbério da
Universidade Federal da Grande Dourados (DDMS), na cidade de Dourados-MS,
sob o registro #4644. Essa planta também foi cadastrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)

sob o cadastro de acesso ASECSOE.
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2.2 Preparagdo do extrato etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECx)

Folhas frescas de C. xanthocarpa (300 g) foram trituradas e extraidas com 3
litros de etanol (95%), por maceracdo, por sete dias consecutivos. Trés extracdes
foram realizadas usando a mesma quantidade de solvente. Depois, 0 solvente foi
concentrado em um evaporador rotativo e subsequentemente seco numa capela de
exaustao, resultando em 46,9 g de extrato etandlico.

O EECx foi diluido em &gua ultrapura e administrado na dose de 100 e
1000mg/Kg de peso corporeo (p.c.) via oral (v.0.). As doses foram definidas a partir
do estudo de Silva et al. (2016), em que a dose de 100 mg/kg foi efetiva para efeitos
anti-inflamatorios. A partir desta dose, foi definida a dose 10x maior do que aquela
gue tem a atividade desejada, seguindo a recomendacdo dos guidelines da area
(ANVISA, 2010; OECD 423, 2001), pois, se a dose 10x maior for segura em estudos

pré-clinicos essa é considerada segura para uso em humanos.

2.3 Animais e condicdes ambientais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas (Mus musculus) da
linhagem Swiss cedidos pelo Biotério Central do Instituto de Biociéncias (INBIO) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais passaram por um
periodo de adaptacdo de 7 dias. Os animais foram alocados em mini-isoladores de
propileno, em Rack Ventilado Alesco®, forrados com maravalha de Pinus sp.
autoclavada. As fémeas foram alocadas em dupla e os machos isolados. Todos os
animais foram alimentados com racdo comercial padrdo (Nuvital®) e agua filtrada
sob sistema de livre acesso durante o periodo. A luz foi controlada usando-se ciclo
de luz de 12h (12 h claro/ 12 h escuro) e a temperatura foi mantida em 22 + 2°C. O
experimento foi conduzido de acordo com as Normas da CEUA/CONCEA e apos
aprovacao do CEUA/UFMS de namero #965/2018.

2.4 Delineamento Experimental

Foram utilizados 45 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss de
ambos os sexos (15 machos; 30 fémeas) em idade reprodutiva (6 - 8 semanas). Os
animais foram submetidos ao cruzamento overnight, na proporgcédo de 2 fémeas: 1
macho, e a deteccdo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug
vaginal sendo este dia considerado o dia zero de gestacdo (RABELO-GAY et al.,

1991). Os grupos experimentais foram: Controle - os animais foram tratados com o



33

veiculo do extrato (dgua ultrapura) na proporcdo de 0,1mL/10g; Grupos EECx — os
animais receberam o EECx em duas diferentes doses (100 e 1000 mg/kg,
respectivamente), do 1° ao 18° dia gestacional (d.g.). O niumero experimental (n) foi

de 10 fémeas prenhes Swiss por grupo.

2.4.1 Ensaios Bioldgicos

As coletas de sangue periférico para as avaliagcdes toxicogenéticas, por meio
do ensaio de micronucleo, foram realizadas em trés tempos distintos: 16° (T1), 17°
(T2) e 18° (T3) d.g. No 18° d.g., os animais foram submetidos a eutanasia, por
deslocamento cervical, seguida de laparotomia, histerectomia e onfalectomia para a
coleta, pesagem e devido armazenamento dos 6rgdos (pulmao, coracdo, baco,
figado, rins, placenta) e fetos, para analise posterior. Um ter¢co do baco foi destinado
a avaliacdo da fagocitose esplénica.

Os fetos retirados foram pesados e passaram por andlise sistemética de
malformacfes externas e sexagem. Em seguida, foram distribuidos aleatoriamente
em dois subgrupos, cada um com 50% da ninhada. Os fetos do primeiro grupo foram
fixados em solucdo de Bodians (142 mL de agua destilada, 50 mL de &acido acético,
50 mL de formaldeido e 758 mL de &lcool 95%) por pelo menos sete dias e
destinados a andlise visceral, por meio de microdissec¢do com cortes estratégicos,
para o estudo de térax e abddbmen, propostos por Barrow e Taylor (1969), e para
estudo da cabeca segundo Wilson (1965), com alteracdes propostas por Oliveira et
al. (2005a), Damasceno et al. (2008), Oliveira et al. (2009) e Oliveira et al. (2015). A
classificacdo das alteracdes viscerais foi baseada, principalmente, nos trabalhos de
Taylor (1986), Manson e Kang (1994), Damasceno et al. (2008), Oliveira et al. (2009)
e Oliveira et al. (2015a). A nomenclatura das malformacdes segue o indicado por
Wise et al. (1997).

Os fetos do segundo subgrupo foram fixados em acetona pura por pelo
menos sete dias e destinados a analise esquelética, pela técnica descrita por
Staples e Schnell (1964) e modificada por Oliveira et al. (2009). Apos a fixacdo, os
fetos foram eviscerados para o processo de diafanizacdo em solucdo de KOH
(0,8%). Em seguida, foram adicionadas quatro gotas de alizarina. Esta solucéo foi
trocada a cada 24 horas por quatro dias consecutivos. Depois dos fetos corados, a
solucdo de KOH foi substituida pela solucéo clareadora (1L de glicerina, 1L de alcool

etilico e 500 mL de alcool benzilico) e trocada a cada 24 horas, durante cinco dias.
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As classificacbes foram realizadas segundo Taylor (1986), Manson et al. (1982),
Damasceno et al. (2008), Oliveira et al. (2009) e Oliveira et al. (2015). A
nomenclatura das malformacdes segue o indicado por Wise et al. (1997).

As analises de visceras e esqueléticas fetais foram realizadas em lupa

estereomicroscoépica (Nikon® — SMZ 745T) com aumento de 4 vezes.

2.4.2 Parametros biométricos

Os calculos de parametros biométricos foram feitos a partir dos dados de
Peso Inicial (fémeas pesadas no primeiro dia de tratamento), Peso Final (fémeas
pesadas no dia da eutanasia - 18° d.g.), Ganho de Peso (peso final menos o peso
inicial), Peso do Utero e Peso Liquido (ganho de peso menos o peso do Utero). Além

dos dados de pesos absolutos e relativos dos érgdos (peso do 6rgéo / peso final).

2.4.3 Desempenho Reprodutivo e Desenvolvimento Embriofetal

Foram contados e calculados os parametros reprodutivos: Numero de
Implantes (n° de fetos vivos + n° de reabsor¢des); Fetos vivos; Viabilidade Fetal (n°
de fetos vivos x 100 / n°® de implantes); Taxa de Perdas Pds-implantacionais (n° de
implantes — n°® de fetos vivos x 100 / n°® de implantacdes); Reabsorcdo; Taxa de
Reabsorcdo (n° de reabsor¢des x 100 / n° de implantes); Peso Placentario; Peso
Fetal; indice Placentario (peso placentéario / peso fetal); Razdo Sexual (nimero de
fetos machos x 100 / niumero de fetos fémeas). Foram feitas duas classificacées do
peso fetal a idade gestacional (CPFIG): Segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005) e
segundo Oliveira et al. (2009).

Para a classificacdo de Souliname-Monktari et al. (2005), os fetos séo
classificados como Adequados para a Idade Gestacional (AIG) quando
apresentarem peso corporal até 1,7 desvios padrao em relacdo a média dos fetos do
grupo controle. E serdo considerados Pequenos para a ldade Gestacional ou
Grandes para a ldade Gestacional (GIG) quando apresentarem peso corporal
inferior ou superior, respectivamente, a 1,7 desvios padrdo em relacdo a média do
grupo controle. J4 segundo Oliveira et al. (2009), apdés o calculo da média e do
desvio padrdo do peso da prole do grupo controle. O desvio padréo € subtraido e
somado a média. Assim, se 0 peso médio fetal da prole dos grupos tratados estiver
nesse intervalo os mesmos sao considerados adequados para a idade gestacional.

Se 0 peso for inferior ou superior ao limite minimo, os fetos serdo considerados
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baixo peso para a idade gestacional ou alto peso para a idade gestacional,

respectivamente.

2.4.4 Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico

A técnica utilizada para o desenvolvimento do ensaio foi baseada na
descricdo de Carvalho et al. (2015). Por puncdo da veia caudal, foram coletados
20uL de sangue periférico, depositados em uma lamina previamente corada com
Alaranjado de Acridina (1mg/mL) e em seguida recoberta por laminula. O material
permaneceu armazenado em freezer (-20°C) por um periodo minimo de quinze dias
e foi avaliado em microscopio de fluorescéncia (Motic®; Modelo BA 410) no aumento
de 400x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Foram

analisadas 2000 células/animal/tempo.

2.4.5 Ensaio de fagocitose esplénica

Um terco do baco foi macerado em 500uL de solucéo fisiolégica. Foram
coletados 100uL da suspenséao celular, depositados em Iamina previamente corada
com Alaranjado de Acridina (1mg/mL) e coberta por laminula. As laminas foram
armazenadas em freezer (-20°C), por no minimo 15 dias, para serem posteriormente
analisadas. A analise foi feita em microscépio de fluorescéncia (Motic®; Modelo BA
410) no aumento de 400x, com filtro de 420-490nm e filtro de barreira de 520nm.
Foram analisadas 200 células/lamina/animal. A auséncia ou presenca de fagocitose
foi baseada na descricdo de Hayashi et al. (1990) com modificacdes de Navarro et
al. (2014).

2.5 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados em média + erro padrdo da média (EPM).
Utilizou-se o teste ANOVA/Tukey para dados paramétricos, o teste Kruskal-
Wallis/Dunn para dados ndo paramétricos e o teste do Qui-quadrado para
comparacdes de frequéncias entre os grupos. O nivel de significancia foi

estabelecido em p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo dos parametros biométricos

A analise dos resultados mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) para os parametros biométricos de peso inicial, peso final,
ganho de peso, peso do Utero e ganho de peso liquido. O peso absoluto coracao,
pulm&o e figado; bem como o peso relativo do coracao, pulméo, baco, rins e figado,
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Ja o peso absoluto do
baco e dos rins aumentaram (p<0,05) no grupo EECx 100 mg/kg em relacdo ao
grupo controle (Figura 6).
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Figura 6 - 6A: Parametros biométricos das fémeas tratadas com o extrato etanolico
de Campomanesia xanthocarpa (EECx). 6B e 6C: Peso absoluto e relativo dos

orgaos das fémeas tratadas com EECX, respectivamente.
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3.2 Avaliagdo do desempenho reprodutivo

O numero de implantes, fetos vivos, viabilidade fetal, taxa de perdas pos-
implantacionais, reabsorcéo, taxa de reabsorcao, razdo sexual e indice placentéario
nado apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
(p>0,05). Observou-se aumento significativo (p<0,05) do peso placentario em ambas
doses testadas e também no peso fetal do grupo EECx 100 mg/kg.

A respeito da classificacdo do peso segundo a idade gestacional, de acordo
com Soulimane-Mokhtari et al. (2005), os fetos de ambos os grupos EECx foram
classificados como grandes para a idade gestacional (GIG) e apenas o grupo EECx
100 mg/kg apresentou diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) em relagao
ao grupo controle. Nesse grupo observou-se reducéo significativa da porcentagem
de animais PIG e consequente aumento significativo de animais GIG. A respeito da
classificagdo do peso segundo a idade gestacional, de acordo com Oliveira et al.
(2009), os fetos de ambos os grupos EECx também foram classificados como

grandes para a idade gestacional (GIG) (Tabela 1).

Tabela 1- Parametros reprodutivos das fémeas prenhes tratadas com o extrato
etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECX).
Grupos Experimentais

Parametros

Controle EECx 100 mg/kg EECx 1000 mg/kg

Implantes” 14,10 + 1,217 13,89 + 1,76° 11,30 + 1,27°
Fetos vivos' 12,30 + 0,97° 12,11 +1,58° 10,00 + 1,12*
Viabilidade Fetal” 89,92 + 5,252 88,65 + 4,51% 87,65 + 3,60%
TPPI? , 10,07 + 5,25° 11,35 + 4,52° 12,35 + 3,60°
Reabsorgao” , 1,80 + 1,05° 1,78 + 0,86° 1,00 + 0,21°
Taxa de reabsorcdo” 10,07 + 5,25% 11,35 + 4,52° 10,59 + 3,06°
Razao sexual' 156,33 + 17,24* 189,81 + 30,55% 123,14 + 21,99°
Peso placentario® 0,07 + 0,002% 0,08 + 0,002° 0,08 + 0,002°
Peso fetal® 1,15 + 0,017° 1,27 +0,012° 1,19 + 0,021°
CPFIG" GIG GIG
%PIG® 39,84 11,01* 35,00
%AIG® 9,75 7,34 6,00
%GIG® 50,41 81,65* 59,00
CPFIG® , GIG GIG
indice placentario” 0,06 + 0,002% 0,06 + 0,002° 0,07 + 0,002°

Legenda: TPPI = taxa de perda pés-implantacional; CPFIG" - classificacdo do peso fetal segundo a
idade gestacional segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005); PIG - pequenos para a idade
gestacional; AIG - adequados para idade gestacional; GIG - grandes para a idade gestacional,
CPFIG® - classificacdo do peso fetal segundo a idade gestacional segundo Oliveira et al. (2009).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. *Diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle. (Test: 1ANOVA/Tukey; *Kruskall-Wallis/Dunn; p<0,05. *Qui-
quadrado; p<0,05).
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3.3 Avaliagdo do desenvolvimento embriofetal

As malformagdes externas observadas foram cauda em virgula, retroversao
de pata anterior unilateral, retroversdo de pata posterior uni- e bilateral, escoliose e
hidropsia. A frequéncia de alteracbes foram semelhantes em todos 0s grupos
(p>0,05), exceto para a frequéncia de cauda em virgula que estava reduzida no
grupo EECx 100 mg/kg (p<0,05). Logo, sugere-se que essas alteracdes sé&o
variantes da normalidade (Tabela 2).

Tabela 2 - Malformacdes externas encontradas na prole das fémeas tratadas com o
extrato etanélico de Campomanesia xanthocarpa (EECXx).

Grupos Experimentais

Malformacdes EECx 100 EECx 1000
Controle
mg/kg mg/kg
. . 10 9 10
Ninhadas Analisadas (NA) Malformac6es Externas
Fetos Analisad NA 123 109 100
etos Analisados (NA) NA % NA % NA %
Cauda em virgula 7 5,69 0* 0,00 1 1,00
Retroversao Posterior Unilateral 12 9,76 6 5,50 3 3,00
Retroversao Posterior Bilateral 0 0,00 2 1,83 1 1,00
Retroversao Anterior Unilateral 1 0,81 0 0,00 0 0,00
Escoliose 0 0,00 0 0,00 2 2,00
Hidropsia 0 0,00 1 0,92 1 1,00

Legenda: NA = numero absoluto; % = porcentagem. *Diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

As malformagdes viscerais encontradas foram hidrocefalia de grau leve,
polioftalmia, auricula reduzida, lobos pulmonares reduzidos, micronefria,
hidronefrose de graus leve e moderado, e bexiga dilatada. O tratamento com EECXx
100mg/kg determinou o aumento significativo (p<0,05) de hidronefrose. Para as
demais malformacgdes a ocorréncia foi semelhante em todos os grupos (p>0,05)
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Malformacdes viscerais encontradas na prole das fémeas tratadas com o
extrato etanélico de Campomanesia xanthocarpa (EECXx).

Grupos Experimental

Malformacdes

Controle EECx 100 mg/kg EECx 1000 mg/kg
Ninhadas Analisadas (NA) 10 9 ~ - . 10
Malformacdes Viscerais
. 63 57 51
Fetos Analisados (NA) NA % NA % NA %
Hidrocefalia leve 21 33,33 11 19,30 9 17,65
Hidronefrose leve 22 34,92 8* 14,03 15 29,41
Hidronefrose moderada 4 6,35 1 1,75 3 5,88
Hidronefrose (soma) 26 41,27 9* 15,79 18 35,29
Polioftalmia unilateral 0 0,00 2 3,51 0 0,00
Auricula reduzida 11 17,46 7 12,28 13 25,449
Lobos pulmonares reduzidos 0 0,00 2 3,51 0 0,00
Micronefria 1 1,59 3 5,26 2 3,92
Bexiga dilatada 1 1,59 0 0,00 0 0,00

Legenda: NA = namero absoluto; % = porcentagem, *Diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

As malformacdes esqueléticas encontradas foram ossificacdo reduzida do
vomer, do palato, do presfenoide, do nasal e do processo xifoide; ossificacdo
incompleta do processo xifoide, do centro esternal, e do manubrio; e ossificacdo
rudimentar unilateral da 72 costela cervical. O tratamento com EECx aumentou a
frequéncia (p<0,05) de ossificacdo reduzida do nasal. Também foi observado que o
EECx na dose de 100mg/kg melhorou (p<0,05) a ossificacdo do processo xifoide em

comparacao com o grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 4 - Malformacbes esqueléticas encontradas na prole das fémeas tratadas
com o extrato etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECXx).

Grupos Experimentais
EECx 100 EECx 1000

Malformacdes
& Controle

mg/kg mg/kg
Ninhadas 10 9 10
Analisadas (NA) Malformagdes Esqueléticas
Fetos Analisados 60 o4 49
(NA) NA % NA % NA %
OR Volmer 57 95,00 49 90,74 47 95,92
OR Palato 57 95,00 49 90,74 47 95,92
OR Presfenoide 57 95,00 48 88,89 47 95,92
OR Nasal 13 21,67 24* 44,44 25* 51,02

Ol Processo Xifoide 1,67 0 0,00 0,00

OR Processo Xifoide

Ol Centro Esternal 3,33 2 3,70

0

15,00 1* 1,85 9 18,37
3 6,12
7

14,29

ORu unilateral 72
Costela cervical

Ol Manubrio 0,00 1 1,85 0 0,00
Legenda: NA = namero absoluto; % = porcentagem; OR = ossificacdo reduzida; Ol = ossificagao

incompleta; ORu = Ossificacdo rudimentar; *Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

1
9
2

OR Centro Esternal 8 13,33 1 1,85
0 0,00 0 0,00 2 4,08
0

3.4 Avaliacdo toxicogenética

O EECx nédo aumentou a frequéncia de danos cromossomicos (Figura 7A) e
nem a fagocitose esplénica (Figura 7B) em relagcdo ao grupo Controle. A frequéncia
de micronucleos para os grupos Controle, EECx 100mg/kg e EECx 1000mg/kg
variaram de 1,87+0,44 a 4,90+0,57 e a fagocitose esplénica de 0,67+0,37 a
2,11+0,65.
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Figura 7 - 7A: Ensaio do micron(icleo em sangue periférico realizado em fémeas tratadas com extrato
etandlico de Campomanesia xanthocarpa (EECXx). 7B: Ensaio de fagocitose esplénica realizado em

fémeas tratadas com EECx.
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4 DISCUSSAO

Os nossos resultados demonstram que o extrato etandlico das folhas de C.
xanthocarpa nao alterou o peso final, 0 ganho de peso e o ganho de peso liquido de
camundongos Swiss fémeas prenhes. Tais resultados sugerem seguranca de uso
uma vez que a perda de peso pode ser considerada um importante indicativo de
toxicidade aguda (KLAASSEN e WATKINS Ill, 2009; SAAD et al., 2002;
DAMASCENO et al., 2002; FREITAS et al., 2005; BRUGUIOLO et al., 2010;
CUNHA-LAURA et al., 2013, AUHAREK et al., 2013).

Da mesma forma, alteracdes nos pesos absolutos e/ou relativos dos 6rgaos,
principalmente nos relativos, sdo também considerados importantes sinais de
toxicidade (DAMASCENO et al., 2002; FREITAS et al., 2005; BRUGUIOLO et al.,
2010; CUNHA-LAURA et al., 2013, AUHAREK et al., 2013). Assim, a auséncia de
diferencas significativas para tais parametros nesse estudo corrobora mais uma vez
a seguranca de uso do EECx. Destaca-se ainda que o peso relativo faz uma
correcdo do peso do 6rgdo em relacdo ao peso (tamanho) do animal e, portanto,
diferencas significativas no peso absoluto podem ser decorrentes somente do
tamanho do animal e ndo devido ao tratamento. Nesses casos as diferencas néo
sdo mais observadas quando se faz a avaliacdo do peso relativo. Esse fato foi o
observado para o peso do baco e rins das fémeas tratadas com EECx.

Reforcam a seguranca de uso de extratos das folhas de C. xanthocarpa os
estudos de Markman, Bacchi e Kato (2004) e Da Silva et al. (2016) que também né&o
observaram toxicidade em ratos Wistar. De acordo com Markman, Bacchi e Kato
(2004), ratos tratados com o extrato hidroalcoolico das folhas de C. xanthocarpa na
dose de 400mg/kg ndo apresentaram sinais de toxicidade. J4 o estudo de Da Silva
et al. (2016) avaliou a toxicidade aguda também em ratos Wistar e a dose de
2000mg/kg ndo apresentou toxicidade. Assim, era esperado que em nosso estudo
também n&o encontrdssemos toxicidade materna mesmo sendo o estudo feito em
camundongos. Em geral, os estudos mostram similaridade de resultados para
toxicologia quando usados tanto ratos como camundongos (POOLE, 1999).

Além da auséncia de toxidade materna, o nosso estudo demonstra que o
EECx também ndo alterou o desempenho reprodutivo de fémeas prenhes. Tais
afirmativas sdo sustentadas pela auséncia de variagcbes significativas nos

parametros reprodutivos referente ao numero de implantes, fetos vivos, viabilidade
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fetal, taxa de perdas poOs-implantacionais, reabsorcao, taxa de reabsorcdo e razéo
sexual e indice placentario.

Em estudo de Auharek et al. (2013), realizado em ratos Wistar tratados com
extrato aquoso das folhas de C. Xanthocarpa, ndao foram observadas alteracdes na
fungéo reprodutiva bem como na frequéncia de malformagdes externas. NOsso0s
dados corroboram esse estudo. No entanto, nosso estudo € pioneiro em acrescentar
a literatura da area que o EECx néo altera o desenvolvimento embriofetal visto que
realizamos todo o estudo de malformacgdes viscerais e esqueléticas e as frequéncias
nao variaram de forma estatisticamente significativas se comparados 0S grupos
tratados com EECx e o grupo controle, exceto para as frequéncias de hidrocefalia e
ossificacdo reduzido do nasal. No entanto, no contexto geral dos resultados desse
estudo, que nado indicam nenhum outro dano e/ou toxicidade, essas frequéncias
podem ser consideradas variantes da normalidade.

Variantes da normalidade sdo aquelas alteragcdes que ocorrem de forma
similar entre os grupos controle e tratados; ou aquelas que podem ocorrer em
funcdo da interrupcéo da gestacdo precocemente e que, portanto, poderiam regredir
se a gestacao chegasse a termo (TAYLOR, 1986; GONCALVES et al., 2013; DAVID
et al., 2014). Exemplo disso é a reducdo do processo de ossificacdo de um (ou
alguns) osso(s) em especifico; visto que algumas horas para o desenvolvimento dos
ossos de fetos podem significar a ossificacdo de grandes extensées. No entanto,
guando ocorre atraso/reducao nos processos de ossificacdo de forma generalizada
h& de se supor que isso ocorra em funcdo do produto em teste. As variantes da
normalidade também podem se tratar, por exemplo, de hidrocefalias ou
hidronefroses de grau leve. Nesses casos é sabido que com o avanco da gestacao
ocorre reducédo dos liquidos nessas cavidades e, portanto, quando a gestacdo chega
a termo e os 6rgdos estdo maduros para o funcionamento essas alteragdes podem
regredir completamente (TAYLOR, 1986; GONCALVES et al., 2013; DAVID et al.,
2014). Assim, a literatura apoia a hipotese de que tais alteracbes de menor
importadncia para a viabilidade do feto podem regredir com a continuacdo da
gestacado (OLIVEIRA et al., 2009; TAYLOR, 1986).

Quando avaliado o peso fetal e placentario verificou-se que o primeiro
mostrou aumentado no grupo que recebe a menor dose de EECx e o peso
placentario em todos os grupos tratados como EECx. Em geral, produtos que séo

embio- ou fetotoxicos privam os conceptos em desenvolvimento de nutrientes e



45

oxigenacdo. Como resposta a esse fato ha hipertrofia da placenta na tentativa de
suprir as necessidades e manter o crescimento adequado do embrido/feto (DAVID et
al,. 2014; ERIKSSON; JANSSON, 1984; GONCALVEZ et al., 2013). Com isso ocorre
aumento do indice placentario (DAVID et al,. 2014; ERIKSSON; JANSSON, 1984,
GONCALVES et al., 2013).

Apesar desses relatos da literatura o que se verificou no presente estudo é
que houve aumento do peso fetal e da placenta. Mas, sem alterar o indice
placentario. Nesse caso supde que os fetos ndo foram privados em suas
necessidades béasicas de nutricdo e oxigénio. Logo, ndo foram observadas
alteracdes toxicas que influenciasse no desenvolvimento embriofetal.

Apesar de o peso fetal estar aumentado estatisticamente somente no grupo
qgue recebeu a menor dose de EECx ao se fazer a classificacdo do peso a idade
gestacional todos os grupos tratados com EECx apresentaram prole grande para a
idade gestacional mesmo sem alterar o indice placentario. Para esse estudo utilizou-
se tanto a classificacdo de Souliname-Monktari et al. (2005) quanto a de Oliveira et
al. (2009). Em ambos o0s casos, a classificacdo € a mesma apesar de usar métodos
diferentes para se chegar a mesma conclusédo. Logo, as proles de mées tratadas
com EECx possuem fetos grandes para a idade gestacional. Apesar de ndo haver
classificado do peso a idade gestacional, Auharek et al. (2013) relatou aumento do
peso fetal em ratos tratados com C. xanthocarpa.

Outro fato que reforca a seguranca do uso do EECx é a auséncia de danos
genotoxicos avaliados pelo ensaio de micronucleos. Esses danos cromossémicos,
geralmente, estdo associados com xenobibticos que podem causar cancer se 0s
danos acontecerem em células somaticas (DIETZ et al., 1992). Além disso, se as
lesbes forem em células germinativas podem predispor a prole a embrioletalidade,
sindromes e/ou malforma¢fes (MARQUARDT et al., 1999; KLAASSEN, 1995). No
entanto, se as lesdes forem em células germinativas de um concepto em
desenvolvimento pode causar malformacfes e atraso no desenvolvimento, por
exemplo (KLAASSEN e WATKINS, 2001). Confirma a auséncia de danos
toxicogenéticos e, portanto, corrobora a seguranca de uso, a baixa frequéncia de
fagocitose esplénica. Em geral, a ativacdo da fagocitose esplénica ocorre em
resposta ao aumento da frequéncia de células micronucleadas na corrente

sanguinea visto que esse 0rgao é capaz de sequestrar células com lesées de DNA
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(CARVALHO et al., 2015; HAYASHI et al., 1990; NAVARRO et al., 2014; OLIVEIRA
et al., 2015b).
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5 CONCLUSAO

Frente ao exposto considera-se que o EECx nao causa toxicidade materna,
nao altera o desempenho reprodutivo e nem o desenvolvimento embriofetal. Além
disso, o EECx ndo causa lesdes cromossdmica e nem ativacdo da fagocitose

esplénica. Esses resultados permitem inferir que o EECx é seguro para uso, de

acordo com o presente delineamento, inclusive durante o periodo gestacional.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos experimentais em animais, tradicionalmente, fornecem a base de
triagem para a verificacdo do potencial teratogénico e genotoxico de um
determinado agente e assim pode-se predizer a seguranca ou ndo do uso dos
extratos.

Frente ao exposto, o presente estudo contribui de forma ampla para
comprovar que o CCEx ndo tem efeitos toxicogenéticos e, portanto, € seguro para
uso. Além disso, 0 mesmo possui hdo acao quimiopreventiva e, assim, ndo é
aconselhado para uso associado a quimioterapicos.

Concluimos também que o CCEx ndo causa toxicidade materna e nao
interfere nos parametros reprodutivos e do desenvolvimento embriofetal, sugerindo

assim um uso seguro inclusive no periodo gestacional.
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7 ANEXOS

Anexo A: Certificado de aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Servigo Publico Federal i“ [
Ministério da Educagao H
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul =iz
UFMS|

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagao dos efeitos toxico-
reprodutivos, teratogénicos e (anti)genotoxicos dos extratos etandlicos de plantas
com possiveis efeitos medicinais em camundongos Swiss', registrada com o n°
965/2018, sob a responsabilidade de Rodrigo Juliano Oliveira - que envolve a
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 6% reunido

ordinaria do dia 07/08/2018.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao 1°/10/2018 a 30/03/2020
Espécie/Linhagem/Raca Mus musculus / Swiss
N° de animais Machos 620 / Fémeas 520= 1.140
Peso/ldade - 30g /8 - 10 semanas
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério - UT/INBIO/UFMS

: Akt
Joige Stein

Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 08 de agosto de 2018.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA

http://www.propp.ufms.br/ceua

ceua.propp@ufms.br
fone (67) 3345-7925



Anexo B: Resolucédo de aprovacéo do Projeto de Pesquisa vinculado ao Programa
de Pés-Graduagédo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste.

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao

Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul |<"""" =

RESOLUGAO N2 262, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2018.

A PRESIDENTE EM EXERCICIO DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE
MESTRADO E DOUTORADO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE da
Faculdade de Medicina da Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de
suas atribuigdes legais, resolve, ad referendum:

1. Aprovar a ALTERAGAO do Projeto de Pesquisa, vinculado ao Programa de
Pos-Graduagdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, que passa a ser
intitulado: "AVALIACAO DOS EFEITOS TC)XICO-REPRODUTIVOS, TERATOGENICOS E (ANTI)
GENOTOXICO DO EXTRATO ETANOLICO DE CAMPOMANESIA XANTHOCARPA EM
CAMUNDONGOS SWISS” sob a responsabilidade da aluna de Mestrado BRUNA BRANDAO DE
SOUZA, RGA 201735486, e orientacdo da Prof2. Andreia Conceicao Milan Brochado
Antoniolli da Silva.

2. Toda pesquisa que envolva aspectos éticos deve ser submetida a apreciagao
de um Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos ou Comiss3o de Etica no Uso de
Animais antes de iniciar a coleta de dados.

3. Apds aprovacdo pelo Comité/Comissio de Etica, uma coépia digital do
Parecer devera ser enviada a secretaria do Programa.

PRISCILA AIKO HIANE

Documento assinado eletronicamente por Priscila Aiko Hiane, Coordenador(a) de
Curso de Pos-graduagao, Substituto(a), em 19/12/2018, as 09:49, conforme horario
oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539,
de 8 de outubro de 2015.

3
C '
Sel o
sl B2
assinatura
eletrénica

COORDENAGAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO
CENTRO-OESTE
Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria
Fone:
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n® 23104.000046/2018-01 SEI n® 0949967
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Anexo C: E-mail de comprovacdo da submissdo do manuscrito a revista Journal of Ethnopharmacology.

Journal of Ethnopharmacology <EviseSupport@elsevier.com> 9 desetde 2019 15:27 (hd 21 horas) Yy
paraeu «

Dear Mrs Beal,

Submission no: JEP_2019_3404

Submission title: Ethanolic exiract of fruits of Campomanesia pubescens do not change reproductive performance, embryofetal development and is not genotoxic

Corresponding author: Dr Rodrigo Juliano Oliveira

Listed co-author(s): Miss Yasmin Lany Ventura Said, Mrs Bruna Brand3o Beal, Miss Silvia Cordeiro Das Neves, Miss Juliana Miron Vani, Dr Antonio Carlos Duenhas Monreal. Dr Claudia
Andréa Lima Cardoso, Professor Candida Kassuya, Dr Andréia Antoniolli-Silva

Dr Oliveira has submitted a manuscript to Journal of Ethnopharmacology and listed you as a co-author. This email is to let you know we will be in contact with updates at each decision stage of
the submission process.

The link below takes you to a webpage where you can sign in to our submission system using your existing Elsevier profile credentials or register to create a new profile. You will then have the
opportunity to tailor these updates and view reviewer and editor comments once they become available.

http:/fiwww evise.com/profile/api/navigate/JEP?resourceUri=%2Fco-author3%2F%3Fdgcid%3Dinvite email coauthoroutreach03788741%23%2FJEP%2Fsubmission%2FJEP 2019
3404&email=bruna.brandaosouza@gmail. com&firstName=Bruna+Brand%C3%A3o&surname=Beal&country=Brazil&institution=UFMS&title=Mrs

If you are not a co-author of this manuscript, please contact Researcher Support at: hitps:/iservice elsevier.com

Thank you very much for your submission and we will be in touch as soon as we have any news fo share.
Journal of Ethnopharmacology
If you do not wish to receive further update emails on your co-authored submission, you can unsubscribe via this link:

hitp:/iwww evise.com/co-author/#/JEP/unsubscribe/bruna. brandaosouza@gmail. com/SUwZr yujC8Ujclbkivd170WkiBHdhluNyPjz5ncpjJMAzrOibpVa5sPvSTvawitJmYNAIPQBADdI-yxtvzp3Vg
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Anexo D: Pagina inicial da submissdo do manuscrito a revista Journal of

Ethnopharmacology.

Manuscript Details

Manuscript number JEP_2019_3424

Title Absence of the toxic-reproductve, teratogemic and genoloxic effects of the
althanaolic extract of Campomanasia xanthocarpa in mices

Article type Resaarch Paper

Abstract

Abstract Ethnopharmacological relevance: Campomanesia xanthocarpa Barg., Popularly known as guavirowaira or
guabarobeaira, is widely used in folk medicine and is usad lo regulate intestinal flow,; for the treatment of cystits,
urethritis, dysenteries. gastric ulcers: It also has an anti-inflammatory effect. Several therapeutic possibilities have
bean scientifically teslad and proven using the extradt of this plant. Am of the study: Facsd with so many therapsutic
passihilitias, # has bacoma necassary io evaluate the toxic-reproductive, teratogenic and ganoloxic affects of tha
ethanohc extrad! of Campomanesia xanthocarpa (EECx) lsaves, 1o ensure the sale use whalever the desired
therapeutic purpose. Materials and Methods: Forty-free mice (Mus musculus) of the Swiss strain of both sexes. (15
males; 30 females) of reproductive age were used. The pregnanl females wera distribulad (n = 10} in the comtral
group, animals treated with ulirapune water, and expenmental groups that wem treated with two doses of EECx (100
and 1000mgkg). Results: No changeas in biometnc, reproductive, embryofoetal and Ioooogenatic paramalers were
observed al any of the doses tested. Conclusions: In view of this, it is suggested that EECx is safe to use, even during
the gestational panod, since il had no loeocoganetic effects, did nol interfera in the reproductive parameters of femala
mice of the embryo-felal development of thair offspring,

Keywords medicinal plant; Myiaceas, leaves, guavinova, guabinoba

Taxononmy Exparimantal Toxicology, Toxoology

Corresponding Author Rodrigo Juliana Olveira

Corresponding Author's Federal Uiniversity of Mato Grosso do Sul

Instituticn

Crrder of Authors Bruna Brand&o Beal, Yasmin Lany Ventura Said, Sivia Cordeiro das Meves,

Juliana Miron Vani, Anlonio Caros Duenhas Monraal, Claudia Cardaso,
Candida Kassuya, Rodrigo Juliano Oliveira, Andréia Antonioli-Siva
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