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CITOTOXICIDADE DO EXTRATO
ACETATO DE ETILA DE PSIDIUM
GUINEENSE SWARTZ EM CELULAS
SANGUINEAS HUMANAS: UM ESTUDO
IN VITRO

RESUMO

A busca pela resposta de diversos males e doencas que acometem
0 ser humano, torna o uso das plantas medicinais cada vez mais
difundidos e aplicados amplamente por grande parte da popula¢édo
mundial no tratamento de varias doencas, onde na maioria das
vezes fundamenta-se em pressupostos de que os produtos naturais
ndo causam danos a saude. Diante disso, atualmente, ha um
elevado grau de preocupagdo com relagdo ao uso seguro dos
extratos obtidos de plantas medicinais. Myrtaceae é uma familia
de plantas que no Brasil é constituida por 23 géneros e 990
espécies, nesta estd incluso o género Psidium, distribuido
amplamente em todo o Brasil, neste género estda presente a
espécie Psidium guineense, conhecida popularmente como aragi,
que na Mata Atlantica suas folhas sdo utilizadas como cicatrizante
local, antiinflamatério e anti-séptico bucal. Este estudo teve por
objetivo avaliar a citotoxicidade do extrato acetato de P.
guineense em células sanguineas humanas para que possa se
determinar a toxicidade teorica desta planta. Para a realiza¢do dos
estudos de atividade citotoxica foram preparadas suspensdes
sanguineas com sangue humano A, B e O, que foram misturadas a
diferentes concentragdes do extrato acetato de etila por 60
minutos e a hemolise quantificada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 540 nm. Conforme os resultados
encontrados o extrato acetato de etila de P. guineense mostrou-se
com baixa toxicidade frente aos eritrdcitos humanos testados in
vitro, sendo assim uma opgdo para industria de fitoterapicos.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Psidium guineense;
Citotoxicidade; Eritrécitos.

CYTOTOXICITY OF PSIDIUM
GUINEENSE SWARTZ ETHYL
ACETATE EXTRACT IN HUMAN
BLOOD CELLS: AN IN VITRO STUDY

ABSTRACT

The search for the response of various diseases and illnesses that
affect humans, makes the use of medicinal plants increasingly
widespread and widely applied by much of the world population
in the treatment of various diseases, where most of the time is
based on assumptions. that natural products do not cause harm to
health. Given this, there is currently a high degree of concern
regarding the safe use of extracts obtained from medicinal plants.
Myrtaceae is a family of plants that in Brazil is made up of 23
genera and 990 species, including the genus Psidium, widely
distributed throughout Brazil. Its leaves are used as local healing,
anti-inflammatory and mouthwash. This study aimed to evaluate
the cytotoxicity of Psidium guineense acetate extract in human
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blood cells so that the theoretical toxicity of this plant can be
determined. For the cytotoxic activity studies, blood suspensions
were prepared with human blood A, B and O, which were mixed
at different concentrations of ethyl acetate extract for 60 minutes
and hemolysis quantified by wavelength spectrophotometry of
540 nm. According to the results found, the ethyl acetate extract
of P. guineense showed low toxicity to human erythrocytes tested
in vitro, thus being an option for the herbal industry.

Keywords: Medicinal plants; Psidium guineense; Cytotoxicity;
Erythrocytes.

1. INTRODUCAO

A busca pela resposta de diversos males
e doencas que acometem o ser humano, torna a
utilizacdo das plantas medicinais cada vez mais
difundidos e aplicados. O conceito de natural,
constituiu que este tipo de terapéutica passasse a
ser usada amplamente por grande parte da
populagdo mundial no tratamento de varias
doengas humanas, fundamentando-se em
pressupostos de que os produtos naturais nao
causariam danos, e portanto, ndo representariam
quaisquer perigos a salde (ARCANJO et al.,
2013; ROSSATO, 2013).

Diante disso, atualmente, ha um elevado
grau de preocupagdo com relagdo ao uso seguro
dos extratos de plantas, assim como em assegurar
a qualidade e a seguranca de fitomedicamentos.
A Agéncia Nacional de vigilancia sanitaria do
Brasil (ANVISA) publicou em 24 de fevereiro de
2000, a resolugdo n ° 17 determina que estes
precisam ser submetidos a analises pré-clinica e
ensaios clinicos toxicologicos e farmacolégicos
(BRASIL, 2000).

Um modelo experimental bastante
utilizado para avaliar a toxicidade in vitro é o
ensaio de citotoxicidade em eritrocitos. Esse teste
é usado como método de triagem para toxicidade
de novas drogas, com objetivo de estimar o dano

que elas podem produzir in vivo em eritrocitos do

organismo (SCHREIER et al., 1997; APARICIO
et al., 2005).

A membrana eritrocitéria € uma estrutura
delicada que pode ser significativamente alterada
por interagdes com medicamentos (AKI;
YAMAMOTO, 1991). Diversos estudos indicam
gue certos compostos isolados de plantas, tais
como polifenois e saponinas, podem causar
alteragdes nas membranas das células vermelhas
do sangue e, posteriormente, produzir hemolise
(APARICIO et al., 2005, BUKOWSKA;
KOWALSKA, 2004).

Myrtaceae é uma familia de plantas que
possui aproximadamente 132 géneros e 5760
espécies (GOVAERTS et al., 2008). No Brasil, é
constituida por 23 géneros e 990 espécies
(SOBRAL et al. 2015). Nesta estd incluso o
género Psidium, distribuido amplamente em todo
0 Brasil, possui representantes em todos o0s
biomas brasileiros e cerca de 43% das espécies
sdo do pais (SOUZA, 2011; FRANZON et al.,
2009).

Na Mata

comunidades tradicionais utilizam a decoc¢édo

Atlantica, diversas

das folhas como cicatrizante local e
antiinflamatorio, a0 mesmo tempo que a infuséo
das folhas é usada na forma de gargarejo como
anti-séptico bucal, bem como antiinflamatério
externo (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Esta &€ a espécie Psidium guineense, que
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apresenta como sindnimo botanico Psidium
araca Raddi (SOBRAL et al., 2015) e é
conhecida popularmente como araca. Refere-se a
um arbusto com estatura de 2,0 a 2,5 m e caule
com casca lisa, seus frutos sdo semelhantes aos
da goiaba, mas sdo menores e mais &cidos
(NEIRA GONZALEZ et al., 2005).

Com base nas informacdes, esta pes-
quisa objetivou avaliar in vitro a atividade cito-
toxica do extrato acetato de etila de Psidium gui-

neense em células sanguineas humanas.

2. MATERIAIS E METODOS

Ensaio in vitro

Substéncia teste

Para o ensaio, foi utilizado o extrato
Acetato de etila das folhas de Psidium
Guineense, gentilmente atribuidos pela equipe da
Prof. Dr2 Yanna Teles, da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB).

Os extrato foi preservado em frasco de
vidro ambar e mantido sob refrigeracéo,
emulsbes dos extratos nas  diferentes
concentracdes foram preparadas no momento do
teste, utilizou 0,5% de DMSO e 0,02% Tween
80, por diluicGes em agua destilada, foi obtida a

concentracdo desejada do extrato.

Eritrocitos humanos

Os eritrocitos humanos referentes aos
tipos sanguineos A, B e O foram oriundos de
doadores saudaveis. Estes foram obtidos na
Universidade Federal de Campina Grande/
UFCG. A manipulagdo e o descarte dos
eritrécitos foram realizados de acordo com as
Normas de Seguranca seguidas pela referida

unidade. O estudo foi aprovado pelo Comité de

ética do Centro Universitario de Patos (UNIFIP),
sob 0 nimero de Protocolo 2.373.249.

Avaliacdo da citotoxicidade em eritrocitos
humanos

Amostras de sangue humano A, B e O
foram misturadas com NaCl 0,9 % na proporcéo
de 1:30 e centrifugadas a 2500 rpm durante 5
minutos para obtencdo dos eritrocitos. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes e,
o0 sedimento da uUltima centrifugacao ressuspenso
em NaCl 0,9% para obter uma suspensdo a 0,5%.
As amostras do extrato em diferentes
concentragbes foram adicionadas a 2 mL da
suspensao de eritrdcitos para um volume final de
2,5 mL. Uma suspensdo de eritrocitos foi
utilizada como controle negativo (0 % de
hemolise) e uma suspensdo de eritrécitos
acrescida de Triton X-100 a 1% como controle
positivo (100 % de hemolise). Apds isso, as
amostras foram incubadas por 1 hora a 22 + 2 °C
sob agitacdo lenta e constante. Decorrido este
tempo as amostras foram centrifugadas a 2500
rpm durante 5 minutos e a hemdlise quantificada
por espectrofotometria em comprimento de onda
de 540 nm (RANGEL et al., 1997). Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

Andlise Estatistica

Todas as analises e testes foram realiza-
dos em triplicata, onde os dados sdo tratados
através do método one-way ANOVA, com poés-
teste Bonferroni. Os valores serdo considerados
estatisticamente significativos quando apresenta-
rem p<0,05. A analise estatistica sera realizada

utilizando o software GraphPad Prism 5.0°.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas possuem capacidade de
sintetizar  diversas substdncias toxicas em
guantidades  exorbitantes  contra  diversos
microrganismos como bactérias, fungos, virus,
além de animais predadores. Essas substancias
tém sido estudas, contudo existem poucos
trabalhos relacionados ao seu potencial
toxicolégico (DA FONSECA,; PEREIRA, 2013).

Com o surgimento de algumas doencas e
o alto custo dos medicamentos, 0 USO
indiscriminado de plantas medicinais como
recurso terapéutico tem sido uma pratica comum
entre algumas populagcdes devido a seu féacil
acesso e pelo fato de ser mais econdmico. Com
isso, h& preocupacdo com a utilizagdo de certas
plantas, pois algumas possuem poucas
informacGes disponiveis sobre seus constituintes,

bem como sobre os riscos em potencial

oferecidos a saude humana e animal (DA
FONSECA; PEREIRA, 2013).

Com isso ha necessidade de se realizar
testes como por exemplo o in vitro que s@o mais
reprodutiveis e rapidos. Tal importancia ¢é
necessaria para que se possa Verificar a
toxicidade de determinada substancia e prevenir
danos, ocasionados pelo seu consumo
indiscriminado (BEDNARCZUK et al., 2010).

Os resultados referentes a citotoxicidade
do Extrato Acetato de etila de Psidium guineense

estdo presentes nos graficos 1, 2 e 3.

Gréfico 1. Avaliacdo da citotoxicidade de diferentes concentragfes de Psidium guineense em eritrocitos humanos do

tipo sanguineo no sangue A.
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Fonte: Autor préprio.

Gréfico 2. Avaliacdo da citotoxicidade de diferentes concentracdes de Psidium guineense em eritrécitos humanos do

tipo sanguineo no sangue B.
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Fonte: Autor préprio.

Gréfico 3. Avaliacdo da citotoxicidade de diferentes concentracfes de Psidium guineense em eritrcitos humanos do
tipo sanguineo no sangue O.
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Fonte: Autor préprio.

Com base na andlise dos dados dos

gréaficos 1, 2 e 3, observa-se que o extrato acetato Desoti et al. (2011), realizaram um
de etila de Psidium guineense apresentou baixa estudo com seis tipos de espécies vegetais, das
citotoxicidade nas suas diferentes concentracdes quais trés eram da familia Myrtaceae. Foram
em comparagdo com o controle negativo. testados os extratos de acetato de etila, hexanicos
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e metandlicos de tais espécies. O estudo
apresentou eficacia na leitura visual da hemdlise
das suspensbes de hemacias testadas. O extrato
hex&nico de Psidium cattleyanum (variedade
vermelha) apresentou 75% de hemolise em todas
as concentracfes testadas. No caso do extrato
metandlico e extrato acetato de etila, todos
apresentaram apenas 25% de hemélise na maior
concentracao testada.

No estudo de Barros Gomes et al. (2018),
gue verificou a citotoxicidade do éleo essencial
do cravo-da-india Syzygium aromaticum da
familia Myrtaceae em Artemia salina Leach, os
resultados obtidos apresentaram alta toxicidade
isso pode decorrer pela presenca do eugenol que
¢ um forte agente bactericida, fungicida,
antimicrobiano, anti-séptico e antialérgico, mas
também pela mistura de outros componentes
presentes nesse Oleo, como por exemplo, o
cariofileno e o copaeno que possuem um 6timo
poder cicatrizante, diurético, anti-inflamatorio.

De acordo com Costa (2017), que
avaliou a atividade citotoxica do extrato de
Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) com
irradiacdo gama, atividade hemolitica em
porcentagem para as concentragdes de 1000, 500,
250 e 125 pg dos extratos de raiz e caules ndo
irradiados e irradiados. Para os néo irradiados os
resultados, na sua maioria, ficaram muito
proximos a zero, o que indicou baixa taxa de
hemdlise, resultando em uma baixa toxicidade.
Os extratos irradiados ndo aumentaram
significativamente a taxa de hemdlise, em quase
todas as doses utilizadas e concentracfes as
porcentagens diminuiram, sendo aproximado a

Zero.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode-se
observar que 0 extrato Acetato de etila de
Psidium guineense apresentou baixa toxicidade
frente aos eritrocitos humanos testados in vitro,
contudo sdo necessarios mais estudos como in

vivo para reforcar os dados desta pesquisa.
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