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RESUMO

O estudo e fabricacao de inovagdes terapéuticas de origem vegetal incluem diversas
etapas. No decorrer dos estudos pré-clinicos, experimentos sao realizados com o
objetivo de determinar a seguranca da utilizacdo daquele composto que foi isolado
da planta em seres humanos, entdo sao efetuados testes para avaliar a toxicidade
do produto, bem como se o0 mesmo possui a possibilidade de causar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. A Psidium guineense Sw, que popularmente recebe
varios nomes como “araga verdadeiro”, “araca do campo” e “goiabinha selvagem”
pertence a familia Myrtaceae e ja apresentou varios efeitos biol6gicos publicados na
literatura, no entanto, poucos sé&o os estudos toxicoldgicos realizados com os seus
extratos. Com base nisto, o objetivo deste estudo foi analisar o potencial genotéxico
dos extratos da planta Psidium guineense SW, frente a células da cavidade oral.
Com base nos resultados encontrados pode-se perceber que nenhum extrato
testado apresentou altos indices de micronucleo, binucleacao, cariblise e cariorrexe
nas células da mucosa oral em comparagdo com o controle positivo. Portanto,
conclui-se que os extratos de Psidium guineense SW apresentam um  baixo
potencial genotoéxico.

Palavras-chave: Fitoterapia, Genotoxicidade, Odontologia.



ABSTRACT

The study and manufacture of therapeutic innovations of plant origin include several
steps. In the course of preclinical studies, experiments are performed to determine
the safety of the use of that compound that has been isolated from the plant in
humans, then tests are performed to evaluate the toxicity of the product, as well as
whether it has the possibility cause mutagenic and carcinogenic effects. The Psidium
guinean Sw, which is popularly called "true arachis", "araca do campo" and "wild
guava" belongs to the family Myrtaceae and has already presented several biological
effects published in the literature, however, few toxicological studies are conducted
with their extracts. Based on this, the objective of this study was to analyze the
genotoxic potential of the extracts of the plant Psidium guineense SW, against cells
of the oral cavity. Based on the results, it can be seen that no extract tested showed
high micronucleus, binuclation, caryolysis and karyorrexe levels in the oral mucosa
cells in comparison to the positive control. Therefore, it is concluded that Psidium
guineense SW extracts present a low genotoxic potential.

Key words: Phytotherapy, Genotoxicity, Dentistry.
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1. INTRODUGCAO

O emprego de vegetais como base para elaboracdo de medicamentos
terapéuticos esta presente desde o principio da histéria dos seres humanos,
antigamente eram empregados por nao haverem outras alternativas ou por razdes
religiosas, sendo passado ao longo dos anos saberes adquiridos sobre as plantas
por varias geragdes. (SOUZA, 2015). Mesmo em meio a evolugdo das drogas de
origem sintética, os medicamentos advindos de plantas naturais sdo equivalentes a
25% das indicagdes terapéuticas por profissionais no mundo. Varias sdo as causas
que motivam a procura por produtos naturais inovadores provenientes de plantas,
como a dificuldade de grande parte da populagdo de adquirirem medicamentos
atuais, devido ao seu elevado custo. Outra motivacdo consiste na eficacia
encontrada em algumas drogas contra o cancer. Contudo, a utilizagdo incorreta
desses medicamentos, devido ao falso pensamento pregado que produtos de
origem natural ndo causam efeitos colaterais e podem ser utilizados
indiscriminadamente, podem levar a populacdo a desacreditar em sua eficacia
(CARVALHO, 2006).

O estudo e fabricacdo de inovagdes terapéuticas de origem vegetal incluem
diversas etapas, sendo iniciado pela busca de informagdes sobre a planta e um
correto reconhecimento da mesma, estando relacionado a essa procura o
conhecimento sobre os vegetais ja utilizados na medicina popular e que demonstram
principios ativos ja eficazes (CARVALHO, 2006). Além disso, essas etapas
consistem em todo um sistema complexo, que dura um longo tempo e geralmente
possuem um alto custo, sendo que se o conjunto desses processos obtiver sucesso
nessas etapas, isso resultara em um notério aumento na qualidade de vida de vérias
comunidades pelo mundo (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; GUIDO et al.,
2008). Ap6s comprovado que o vegetal possui propriedades terapéuticas, séo
iniciados o0s experimentos in vitro com a planta para analisar suas peculiaridades
biol6gicas e caracteristicas importantes como a farmacocinética e farmacodinamica
em seres vivos, sendo essa segunda etapa faz parte dos estudos pré-clinicos, e
ainda nao envolve testes em seres humanos. Outra fase desses estudos consiste
em proceder com os estudos clinicos em seres humanos, dividindo-se essa etapa
em quatro fases: I, Il, lll e IV (NASCIUTTI, 2012).
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No decorrer dos estudos pré-clinicos experimentos sédo realizados com o
objetivo de determinar a seguranca da utilizagdo daquele composto que foi isolado
da planta em seres humanos, entdo sdo efetuados testes para avaliar a toxicidade
do produto, bem como se o mesmo possui a possibilidade de causar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos, também serdo estudados se o composto possui
alguma capacidade de interferir na fertilidade e reprodugdo do individuo
(NASCIUTTI, 2012). Para a primeira comprovacao sobre a seguranca do uso do
vegetal, podem ser realizados testes em células sanguineas recolhidas de seres
humanos, ou também células da cavidade oral, dependendo do propédsito ou meio
de ingestao do produto que se visa desenvolver. Esse periodo pré-clinico utiliza
geralmente animais para fazer avaliagbes toxicoldgicas, sendo esse processo
regulamentado pelas leis pertinentes. Durante a fase | dos estudos clinicos
determina-se o grau de tolerancia aceito pelo corpo humano e também qual sera a
dose diaria que podera ser consumida (NASCIUTTI, 2012). Existindo todos esses
processos para que se consiga uma maior confiabilidade no emprego da futura nova
forma terapéutica.

Em meio as verificacbes sobre o potencial toxico de um composto, € de
fundamental importancia o estudo sobre os efeitos genotéxicos que 0 mesmo possa
conter, pois este consiste na capacidade de um composto em lesar o material
genético humano (DNA), sendo que quando constatado esse potencial, a substancia
nao se torna inutilizavel, devendo-se avaliar sua capacidade de induzir a mutagéao
celular ou cancer (NAI et al.,, 2015). Esse estudo pode proceder através da
verificacdo do aparecimento de Micronucleo (MN) nas células exposta a um
determinado agente. O MN € um nucleo adicional e separado do nucleo principal de
uma célula, formado por cromossomos ou fragmento de cromossomos que nao sao
incluidos no nucleo principal durante a mitose (RIEGER, 1968; SCHMID, 1975;
RAMIREZ; SALDANHA, 2002). Essa alteracdo na estrutura do DNA ocorre devido a
mudancas no arranjo sequencial dos cromossomos em consequéncia de causas
externas (CARRAD, et al 2007).

Diante do exposto, torna-se importante realizar a andlise do potencial
genotdoxico dos extratos da planta Psidium (P.) guineense SW, popularmente
conhecido como Araca Verdadeiro, frente a células da cavidade oral.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. FITOTERAPIA NA ODONTOLOGIA

O ser humano na busca para melhorar sua saude, sempre fez uso de
produtos terapéuticos de origem natural. Essa sabedoria foi tornando-se
aperfeicoada e engrandecida com o passar dos anos, iniciada dentro dos lares da
populacédo, ganhou maior énfase com o passar do tempo. Devido ao surgimento das
revolucdes industrial e cientifica, solugdes terapéuticas sem eficacia comprovada por
estudos cientificos passaram a ser desacreditadas, entdo os medicamentos
industrializados ganharam énfase devido ao seu respaldo cientifico, sendo assim
inseridos no dia a dia da populagdo. Porém no Brasil, nos anos 80 esses
medicamentos industrializados, devido ao fato de causarem reacbes adversas,
passaram a desagradar em parte as pessoas e também pelos precos altos que os
mesmos possuiam. Por isso houve um ressurgimento da utilizacdo dos fitoterapicos
em conjunto com os farmacos tradicionais, passando a serem normalizados pelos
devidos 6rgaos competentes (ALVIM. et al. 2006; BADKE et al. 2012; FEITOSA et
al. 2016).

No ano de 2006, no Brasil, foram implementadas regras para o emprego de
produtos naturais dentro dos sistemas publicos de saude de acordo com a Portaria
n®. 971, Decreto n® 5813, no dia 03 de maio desse mesmo ano, onde foi reconhecida
a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), dentro do
Sistema Unico de Saude (SUS), possibilitando assim a inovagdo dos comércios e
vencendo obstaculos que eram vistos como insuperaveis. Sendo que a utilizacao de
plantas medicinais pelos profissionais na Odontologia sé foi aceita e regimentada
como exercicio que faz parte e auxilia na saude oral pelo CRO- Conselho Regional
de Odontologia, no ano de 2008, dia 19 de novembro, por meio da Resolugado n°
082/2008-CFO (EVANGELISTA et al., 2013).

Um estudo realizado em Manaus-AM, sobre a utilizacdo de fitoterapicos na
Odontologia, com 150 Cirurgides-Dentistas, observou que apenas 8% desses
profissionais indicaram métodos terapéuticos com produtos naturais e que 83,33%
nao conheciam a utilizagdo de plantas medicinais por parte dos pacientes. 90% dos
Cirurgides-Dentistas ndo se achavam preparados para prescrever essa terapia
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(EVANGELISTA et al., 2013). Outro estudo feito na cidade de Anapolis-GO, com 105
Cirurgides-Dentistas, mostrou que apesar de 61,9% dos profissionais tenham
julgado possivel a introducdo de fitoterapicos no meio clinico, apenas 12,4%
afirmaram indica-los e 36,2% perguntam a suas pacientes se utilizam plantas
medicinais (DOS REIS et al., 2014).

De acordo com Castro et al. (2014), em uma revisao bibliografica realizada
sobre material cientifico publicado entre os anos de 2002 e 2012 em relagdo do uso
de plantas medicinais na Odontologia, os estudos brasileiros publicados a respeito
do uso de fitotergpicos na Odontologia sdo insuficientes; sendo em grande parte
realizados em laboratérios e que averiguam o potencial antifingico e antibacteriano
das plantas. Dedicou énfase também a progressdao dos estudos para ensaios
clinicos, sustentados pelas pesquisas in vitro (CASTRO et al., 2014).

2.2. FAMILIA MYRTACEAE —guineense Psidium SW (ARAGA VERDADEIRO)

Existem uma grande diversidade de espécies vegetais dentro da Familia
Myrtaceae que se espalham pelos varios biomas do Brasil, dentre eles a Caatinga,
sendo incluidos cerca de 100 géneros e 3.500 espécies nessa familia, um dos
géneros conhecidos é o Psidium (P), que abrange aproximadamente 110 espécies,
ganhando destaques o P. cattleyanum, P. guineense Sw., P. guajava, P. myrtoides,
P. australis. Na regido Nordeste do Brasil identifica-se entre 34 a 110 espécies,
estando assim em segundo lugar no pais na maior quantidade de espécies desse
género (BRITO, 2018; ARAUJO, 2010).

Algumas das caracteristicas das espécies Psidium incluem folhas simples,
antagbnicas, comumente cruzadas, flores sozinhas, pétalas livres com cor brancas
ou de cor creme, é espontaneamente pertencente ao clima neotropical (CAMPOS,
2010; SOARES-SILVA & PROENGCA, 2008). Dentre as muitas espécies desse
género, estdo os aragarazeiros, que sao amplamente usados para finalidades
domésticas dos seus frutos e exploracdo da madeira, aproveitando-se também a
casca, raiz e folhas como terapias populares de doengas. Os frutos desses vegetais
possuem muitas sementes, e algumas podem gerar frutos de tamanho grande que

possuam até 250 sementes pequenas (CAMPOS, 2010).
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A Psidium guineense Sw tem como sin6nimo botanico Psidium araca Raddi
(SOBRAL et al.,, 2015), popularmente recebe varios nomes como “araca

verdadeiro”, “araga do campo” e “goiabinha selvagem”, se apresenta geralmente
como uma arvore pequena de 6 metros de estatura, possuindo brotos aveludados e
seu fruto varia entre subgloboso e elipsoidal, comumente possui polpa amarelada e
de 22 a 100 sementes, sendo que o fruto pode possuir ate 250 sementes e também
uma abundante quantidade de vitamina C (CAMPOS, 2010). Essa espécie
apresenta-se com uma importante capacidade financeira pois € utilizada para
diversos fins, como por exemplo, fabricacdo de produtos alimenticios como doces,
geleias ou sorvetes, (SANTOS et al.,, 2016), também apresenta um consideravel
potencial antimicrobiano (GONZALEZ et al., 2005; FERNANDES et al., 2012),
farmacolégico e antibacteriano (RODRIGUES et al., 2014).

O Aracé verdadeiro (P. guineense Sw) ja possui pesquisas que abordam suas
propriedades medicinais. Um estudo realizado na Universidade Federal de Campina
Grande com o intuito de examinar a atividade antibacteriana dos extratos
metandlico, hexanico e acetado de etila dessa espécie sobre cepas de Klebsiella
pneumoniae, por meio da Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM), obteve bons
resultados, que mostraram que todos os extratos foram capazes de inibir
moderadamente as cepas de Klebsiella pneumoniae (BRITO, 2018).

VIEIRA et al. (2012) realizou uma pesquisa que buscava avaliar o potencial
antibacteriano e antiaderente in vitro do extrato hidroalcodlico das folhas do araca
(P. guineense Sw) em meio a microrganismos orais, também através da CIM, onde
obteve respostas positivas, validando ainda mais as propriedades terapéuticas

dessa espécie.

2.3. TOXICIDADE DE PRODUTOS NATURAIS

Os medicamentos fitoterapicos estdo exercendo um personagem notoério na
medicina atual, a principio por oferecer principios ativos complicados de serem
adquiridos por meios sintéticos, despertando assim o interesse das industrias
farmacéuticas, que hoje em dia estdo dedicando-se mais nas manipulagbes que
utilizam fitoterdpicos. Visto a grande relevancia das férmulas fitoterapicas,

impulsionou-se o estudo de caracteristicas valiosas, como a efetividade e seguranca
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na utilizagdo desses farmacos, pois 0 emprego habitual de vegetais para fins
terapéuticos fundamentados no saber popular, geralmente acredita que um produto
natural ndo provoca maleficios. Porém ja se tem conhecimento que muitos vegetais
sdo capazes de provocar reacdes adversas, devido a seus elementos constituintes,
a contaminacdes ou ainda pela presenca de alteragbes na prépria fabricagdo do
medicamento fitoterapico. (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006) Sendo err6nea a ideia
de que produtos naturais utilizados com finalidades terapéuticas sdo seguros devido
ao fato de serem usados ao longo dos anos pelas comunidades no mundo
(MEIRELES, 2017; VEIGA-JUNIOR, 2008).

A maioria da populagdo possui 0 pensamento que plantas medicinais nao
oferecem perigo nem causam reacdes secundarias, porém ha vegetais que sao
venenosos devido a terem na sua composig¢ao toxinas fortes com capacidade para
causar até a morte. Também existem produtos de origem vegetal com diferentes
estagios de provocar toxicidade, valendo ressaltar, da mesma forma, produtos de
origem vegetal capazes de provocar interacées quando em associacao com outros
medicamentos. Plantas julgadas téxicas elaboram produtos no seu metabolismo que
através da inspiracdo, consumo ou do tato, sdo capazes de provocar mudangas
mérbidas no ser humano e em animais. Existem espécies vegetais que conseguem
provocar varias alteracbes, a partir de processos alérgicos, podendo alcancar
problemas no coragéo ou nos sistemas respiratorio e neuroldgico, podendo chegar a
morte (MEIRELES, 2017).

A quantidade de reagbes toxicas no ano de 2012, em todo o territério
brasileiro, provocadas por vegetais chegou a 1026 fatos registrados, equivalente a
1,2% das reagbes téxicas em seres humanos (MEIRELES, 2017). Em um estudo
realizado na Cidade de Campina Grande entre os anos de 2006 e 2007, visando
analisar os fatores benéficos e maléficos da utilizacdo de plantas medicinais, foi
observado que 50% dos vendedores de plantas medicinais declaravam a
inofensividade das plantas medicinais, os outros 50% declararam que existe muitos
vegetais toxicos. Também foi visto que 78,56% desses comerciantes ndo empregam
nenhuma norma para venda de plantas medicinais, comercializando para todo
cidaddo, inclusive pessoas de idade avancadas, que estdo passando por
degeneracdes naturais devido a idade, o que pode prejudicar a direcdo do farmaco

fitoterdpico no corpo humano, ou criangas com menos de um ano de nascimento
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que detém 6rgéos que ainda ndo atingiram seu completo desenvolvimento, e séo

responsaveis por dissociar compostos e banir do organismo (FRANCA et al., 2008).

2.4. GENOTOXICIDADE

O sentido da palavra genotéxico diz respeito ao produto que é capaz de
provocar algum prejuizo ao DNA, modificacdo ou as duas alteracdes. Essas
alteracées no DNA sé&o devido a defeitos ocorridos em um ser vivo por reacdes de
sintese e degradacdo com liberacdo de energia, ou ainda por causa de fatores
intrinsecos ou extrinsecos. Os infortunios ao DNA sozinhos ndo sao considerados
mutagdes pois normalmente ndo modificam o segmento continuo de &cidos
nucleicos, enquanto as mutagdes provocam a perda de continuidade na cadeia de
acidos nucléicos, sendo causadas pelo esforco da célula para consertar a
deformacdo (SHAUGHNESSY, DEMARINI 2009; SMITH et al., 2016). Essas
alteracdes sao catalogadas de acordo com sua posi¢cdo ou abrangéncia do genoma
humano. Alteracbes no genoma incluem a repeticdo ou perda da cadeia de
nucleotideos que formam um cromossomo, podendo enfatizar que desse processo
podem surgir micronucleos, os quais possuem a regidao do centro do cromossomo
semelhante ao nucleo normal, ou até mesmo um fendbmeno de perda ou ganho de
cromossomos que é nomeado de aneuploidia (SMITH et al., 2016).

A avaliacdo sobre a presenga de micronucleos é comumente empregado para
verificar o potencial de um produto para romper cadeias cromossOmicas ou até
prejudicar o desenvolvimento do fuso acromatico e/ou da placa cromossémica
metafasica, sendo que esses dois processos podem promover o arranjo diferente
dos cromossomos enquanto ocorre a segmentacédo de células. Esses experimentos
originam efeitos que detém grande valia, sendo bastante empregado como um
instrumento de escolha para definir a seguridade de varios produtos e ordena-los de
acordo com seu potencial de serem carcinogénicos ou nao. Devido a simplicidade
da realizagdo dos experimentos com micronucleos, isso guiou a aceitacdo
propagada no mundo para usar 0s experimentos sobre genotoxicidade como modelo
para verificar o perigo dos produtos utilizados popularmente (NAl et al., 2015).

Os micronucleos consistem em pedagos de cromossomos ou podem ser
também os cromossomos por completo devido ao fato de terem sido eliminados por

meio da divisao celular, através de um processo nomeado clastogénico, que sao
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agentes capazes de fragmentar cromossomos, também existem agentes
aneugénicos, que promovem interferéncia na divisao celular (ANTONIO et al., 2017;
BELIEN et al, 1995). Também existem outras alteracbes nucleares que sao
retratadas por Tolbert; Shy e Allen (1992) sendo estas: Cariorrexe (fragmentacao do
nucleo), Caridlise (0 nucleo apresenta-se ausente na célula), Células binucleadas
(dois nucleos presentes na célula), Nucleo picnético (a cor do nucleo aparece mais
intensa), “Broken Egg” (sdo semelhantes aos micronucleos, diferenciando-se por
serem ligados ao nucleo por um ligamento) (CARRARD et al.,, 2007). Essas

alteracdes sao mostradas na figura a baixo:

Figura 1: Alterag6es Morfoldgicas Nucleares.

Ir'f"
EINUCLEA(;EG CARIOLISE CARIOREXE
o MICRONUCLEO PICNOSE "BROKEN EGG"

(Fonte: Autoria prépria)
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RESUMO

O estudo e fabricacdo de inovagdes terapéuticas de origem vegetal, incluem diversas etapas.
No decorrer dos estudos pré-clinicos, experimentos sdo realizados com o objetivo de
determinar a seguranca da utilizacdo daquele composto que foi isolado da planta em seres
humanos, entdo sdo efetuados testes para avaliar a toxicidade do produto, bem como se o
mesmo possui a possibilidade de causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos. A Psidium
guineense Sw, que popularmente recebe varios nomes como “araca verdadeiro”, “aracad do
campo” e “goiabinha selvagem” pertence a familia Myrtaceae e ja apresentou varios efeitos
biolégicos publicados na literatura, no entanto, poucos sao os estudos toxicolégicos realizados
com os seus extratos. Com base nisto, o objetivo deste estudo foi analisar o potencial
genotoxico dos extratos da planta Psidium guineense SW, frente a células da cavidade oral.
Com base nos resultados encontrados pode-se perceber que nenhum extrato testado
apresentou altos indices de microntcleo, binuclacio, caridlise e cariorrexe nas células da
mucosa oral em comparagdo com o controle positivo. Portanto, conclui-se que os extratos de
Psidium guineense SW apresentam um baixo potencial genotéxico
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ABSTRACT

The study and manufacture of therapeutic innovations of plant origin include several steps. In
the course of preclinical studies, experiments are performed to determine the safety of the use
of that compound that has been isolated from the plant in humans, then tests are performed to
evaluate the toxicity of the product, as well as whether it has the possibility cause mutagenic
and carcinogenic effects. The Psidium guinean Sw, which is popularly called "true arachis",
"ara¢d do campo" and "wild guava" belongs to the family Myrtaceae and has already
presented several biological effects published in the literature, however, few toxicological
studies are conducted with their extracts. Based on this, the objective of this study was to
analyze the genotoxic potential of the extracts of the plant Psidium guineense SW, against
cells of the oral cavity. Based on the results, it can be seen that no extract tested showed high
micronucleus, binuclation, caryolysis and karyorrexe levels in the oral mucosa cells in
comparison to the positive control. Therefore, it is concluded that Psidium guineense SW
extracts present a low genotoxic potential.

Key words: Phytotherapy, Genotoxicity, Dentistry.
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INTRODUCAO

O emprego de vegetais como base para elaboracdo de medicamentos terapéuticos
estd presente desde o principio da histéria dos seres humanos, antigamente eram empregados
por ndo haverem outas alternativas ou por razdes religiosas, sendo passado ao longo dos anos
saberes adquiridos sobre as plantas por vdrias geragdes. (SOUZA, 2015). Mesmo em meio a
evolucdo das drogas de origem sintética, os medicamentos advindos de plantas naturais sdo
equivalentes a 25% indicagdes terapéuticas por profissionais no mundo. Vdrias sdo as causas
que motivam a procura por produtos naturais inovadores provenientes de plantas, como a
dificuldade de grande parte da populacdo de adquirirem medicamentos atuais, devido ao seu
elevado custo. Outra motivagdo consiste na eficicia encontrada em algumas drogas contra o
cancer. Contudo, a utilizacdo incorreta desses medicamentos, devido ao falso pensamento
pregado que produtos de origem natural ndo causam efeitos colaterais e podem ser utilizados
indiscriminadamente, podem levar a populacdo a desacreditar em sua eficicia (CARVALHO,

2006).

O estudo e fabricacdo de inovagOes terapéuticas de origem vegetal incluem
diversas etapas, sendo iniciado pela busca de informacOes sobre a planta e um correto
reconhecimento da mesma, estando relacionado a essa procura o conhecimento sobre os
vegetais ja utilizados na medicina popular e que demonstram principios ativos ja eficazes
(CARVALHO, 2006). Além disso, essas etapas consistem em todo um sistema complexo, que
dura um longo tempo e geralmente possuem um alto custo, sendo que se o conjunto desses
processos obtiver sucesso nessas etapas, isso resultard em um notério aumento na qualidade
de vida de varias comunidades pelo mundo (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010;
GUIDO et al., 2008).

Ap6s comprovado que o vegetal possui propriedades terapéuticas, sdo iniciados os
experimentos in vitro com a planta para analisar suas peculiaridades bioldgicas e
caracteristicas importantes como a farmacocinética e farmacodindmica em seres vivos, sendo
essa segunda etapa nomeada de pré-clinica, e ainda ndo envolve testes em seres humanos. E a
terceira fase desses estudos consiste em proceder com os estudos clinicos em seres humanos,

dividindo-se essa etapa em quatro fases: I, II, IIl e IV (NASCIUTTI, 2012).
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No decorrer dos estudos pré-clinicos experimentos sdo realizados com o objetivo
de determinar a seguranca da utilizacdo daquele composto que foi isolado da planta em seres
humanos, entdo sdo efetuados testes para avaliar a toxicidade do produto, bem como se o
mesmo possui a possibilidade de causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos, também serdao
estudados se o composto possui alguma capacidade de interferir na fertilidade e reproducao
do individuo (NASCIUTTI, 2012). Para a primeira comprovagdo sobre a seguranca do uso do
vegetal, podem ser realizados testes em células sanguineas recolhidas de seres humanos, ou
também células da cavidade oral, dependendo do propdsito ou meio de ingestdo do produto
que se visa desenvolver. Esse periodo pré-clinico utiliza geralmente animais para fazer
avaliacdes toxicologicas, sendo esse processo regulamentado pelas leis pertinentes. Durante a
fase I dos estudos clinicos determina-se o grau de tolerincia aceito pelo corpo humano e
também qual serd a dose didria que poderd ser consumida (NASCIUTTI, 2012). Existindo
todos esses processos para que se consiga uma maior confiabilidade no emprego da futura

nova forma terapéutica.

Em meio as verificacbes sobre o potencial téxico de um composto, € de
fundamental importancia o estudo sobre os efeitos genotéxicos que 0 mesmo possa conter,
pois este consiste na capacidade de um composto em lesar o material genético humano
(DNA), sendo que quando constatado esse potencial, a substancia ndo torna-se inutilizavel,
devendo-se avaliar sua capacidade de induzir a mutacdo celular ou cancer (NAI et al., 2015).
Esse estudo pode proceder através da verificacdo do aparecimento de Microntcleo (MN) nas
células exposta a um determinado agente. O MN é um ntcleo adicional e separado do nicleo
principal de uma célula, formado por cromossomos ou fragmento de cromossomos que nao
sdo incluidos no nucleo principal durante a mitose (RIEGER, 1968; SCHMID, 1975;
RAMIREZ; SALDANHA, 2002). Essa alteracio na estrutura do DNA ocorre devido a
mudancas no arranjo sequencial dos cromossomos em consequéncia de causas externas

(CARRAD, et al 2007).

Diante do exposto, torna-se importante realizar a andlise do potencial genot6xico
dos extratos da planta Psidium (P.) guineense SW, popularmente conhecido como Aracd

Verdadeiro, frente a células da cavidade oral.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, de objetivo explicativo para analisar a
capacidade do P. guineense Sw de causar alteracdes nucleares nas células da mucosa oral
através de uma abordagem quantitativa e experimental feita sobre o nimero de células
alteradas encontradas nas laminas feitas durante os estudos. Para realizacdo dessa pesquisa
foram utilizados os extratos Metanolico (EM), Hexanico(EH) e Acetato de Etila (EA) de P.
guineense Sw, gentilmente cedidos pela equipe da Prof* Dr* Yanna Teles da Universidade

Federal da Paraiba.

Experimento foi realizado utilizando a técnica de Luz et al., 2012, com poucas
modificagdes. As células da cavidade oral foram recolhidas na regido das bochechas, através
de cytobrush, que sdo escovas ginecoldgicas para recolher material da regido cervical
(KASSIE et al., 2001),em seguida as células obtidas sdo colocadas em meio a 5 mL de
solucdo salina (0,9% de NaCl), pois € apontada como uma boa solu¢cdo de preservacdo de
células até o inicio dos outros processos do experimento. Os meios de comparacdo usados
foram: controle negativo (células sem alteracdo causada pelos extratos) e controle positivo
(per6xido de hidrogénio-0,0005%), e os extratos Metandlico (EM), Hexanico (EH) e Acetado
de Etila (EA) do P. guineense Sw. (Araca Verdadeiro), em diferentes concentracdes. Foram

preparadas duas laminas por controle de cada extrato.

As amostras de células foram lavadas duas vezes em solucdo salina e
centrifugadas por 10 min a 1.500 rpm seguido de remog¢do do sobrenadante e substituicao da
solu¢do sempre no volume final de 5 mL de soluc@o salina. Numa terceira lavagem foram
expostas ex-vivo aos extratos por 30 min.. Em seguida foi centrifugado e retirado o
sobrenadante. Antes da preparagdo do esfregaco as laminas foram pré-aquecidas a 37° C. As
células foram homogeneizadas no vortex e colocadas sobre as 1aminas para serem deixadas
em temperatura ambiente para a secagem durante 15 minutos na chapa quente. A fixacao foi
feita com metanol: dcido acético (3:1) por 15 min (CERQUEIRA et al. 2004; THOMAS et al.,
2008). Ap6s a fixacdo, as laminas ficaram em temperatura ambiente durante 12 horas e em
seguida foram imersas em agua destilada durante 1 min antes da coloragdo com Giemsa a 2%
(GABRIEL et al., 2006). A observacao das células foi feita com o uso de microscopio dptico.

Cerca de 1000 células foram observadas por lamina (TOLBERT et al., 1991).
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Fundacfo Francisco Mascarenhas/

Faculdades Integradas de Patos, com o CEP 58704-000, Protocolo de N°2.373.249.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a realizacdo da pesquisa foi possivel observar o surgimento de alteragcdes
celulares compativeis com danos téxicos, no entanto, estes achados estiveram mais presentes
nos grupos expostos a solucdo de peréxido de hidrogénio (controle positivo). Os grupos
expostos as diferentes concentragdes dos extratos de P. guineense Sw. induziram poucas
alteracdes celulares, em comparacdo com o controle positivo, apresentando resultados, apés

uma andlise qualitativa, préximos aos do grupo controle negativo (Tabela 1).

Tabela 1- Resultados do potencial genotéxico dos extratos de P. guineense Sw sobre células

da mucosa oral.

Grupo Cariolise | Cariorrexe | Microndcleo | Binucleagdo | Normal Total
Controle 1,5% 2% 2,75% 0,25% 93,5% 100%
Negativo
Controle 4% 10.75% 6,5% 1% 76,5% 100%
positivo

EA 1000 | 3% 3% 2,5% 1% 90,5% 100%

pg/mL

EA 500 1,5% 1% 4% 0,5% 93% 100%
pg/mL
EA 100 2,5% 1% 0% 0,5% 96% 100%
pg/mL
EA 50 1,5% 1,5% 0,5% 1% 95,5% 100%
pg/mL
EH 1000 1% 1% 3.5% 0,5% 94% 100%
ug/mL
EH 500 1% 3% 1% 0,5% 94.,5% 100%
ug/mL
EH 100 L.5% 1.5% 2% 0% 95% 100%
ug/mL
EH 50 1,5% 1% 0,5% 1% 96% 100%




pg/mL

EM 1000
pg/mL

2,5%

2%

1.5%

0%

94%

100%

EM 500
pg/mL

1%

1,5%

2,5%

0,5%

94,5%

100%

EM 100
pg/mL

0%

2%

1%

0%

97%

100%

EM 50

1,5%

3%

2,5%

1%

92%

100%
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Luz et al. (2012) ao estudar o efeito genotéxico do cha branco (Camellia sinensis)
concluiu que, com relacao ao teste de micronticleos em mucosa oral ex-vivo, as concentragdes
testadas ndo apresentaram efeitos genotoxicos pela frequéncia de micronucleo. Nao hd
indicativos de citotoxicidade nas células de mucosa oral ex-vivo devido a ndo significancia de
células binucleadas. No entanto, indicativos apoptdticos foram encontrados através da

frequéncia de cariorrexe.

A avaliacdo sobre a presenca de micronticleos é comumente empregada para
verificar o potencial de um produto para romper cadeias cromossOmicas ou até prejudicar o
desenvolvimento do fuso acromatico e/ou da placa cromossomica metafdsica, sendo que esses
dois processos podem promover o arranjo diferente dos cromossomos enquanto ocorre a
segmentacdo de células. Esses experimentos originam efeitos que detém grande valia, sendo
bastante empregados como um instrumento de escolha para definir a seguridade de vérios
produtos e ordena-los de acordo com seu potencial de serem carcinogénicos ou ndo. Devido a
simplicidade da realizacdo dos experimentos com micronucleos, isso guiou a aceita¢ao
propagada no mundo para usar os experimentos sobre genotoxicidade como modelo para

verificar o perigo dos produtos utilizados popularmente (NAI et al., 2015).

Os microntcleos consistem em pedagos de cromossomos ou podem ser também
os cromossomos por completo devido ao fato de terem sido eliminados por meio da divisao
celular, através de um processo nomeado clastogénico, que sdo agentes capazes de fragmentar
cromossomos, também existem agentes aneugénicos, que promovem interferéncia na divisao
celular (ANTONIO et al., 2017; BELIEN et al, 1995). Também existem outras alteracdes

nucleares que sdo retratadas por Tolbert; Shy e Allen (1991) sendo estas: Cariorrexe
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(fragmentacdo do nicleo), Caridlise (o nucleo apresenta-se ausente na célula), Células
binucleadas (dois nucleos presentes na célula), Nicleo Picnético (a cor do nicleo aparece
mais intensa), “Broken Egg” (sdo semelhantes aos micronucleos, diferenciando-se por serem

ligados ao nucleo por um ligamento) (CARRAD et al, 2007).

Um estudo realizado na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) com o intuito de
observar algum efeito toxico, na fase clinica I, de um medicamento fitoterdpico que possui em
sua composicdo a Eucalyptus globulus Labill, que € uma espécie da familia Myrtaceae,
demonstrou que depois da ingestdo do produto da pesquisa pelos voluntdrios, nio houve
alteracdes significativas nos exames clinicos e laboratoriais realizados nos voluntérios, assim
como também ndo apresentou reacOes adversas relevantes para a pausa da pesquisa (PAULO
et al., 2009). Em outro estudo realizado por Silva et al. (2018) com o 6leo essencial de Myrcia
Rostrata Dc. também pertencente a familia Myrtaceae, para testar sua composi¢do e atividade
antinociceptiva em camundongos, observou que ndao houveram mortes dos animais, nem

indicios de toxicidade dos mesmo, também ndo houve perda de peso dos animais.

Ja Valente et al. (2009) em um estudo intitulado como “Estudo toxicoldgico pré-
clinico (agudo) do extrato do Syzygium aromaticum (L) em roedores”, popularmente
conhecido como cravo-da-india, uma espécie da familia Myrtaceae, de onde se extrai o
eugenol que é amplamente utilizado na odontologia, observou que o extrato do cravo-da-india
apresentou toxicidade, porém sob circunstancias pontuais, sendo importante levar em
consideracdo aspectos como dose, tempo e frequéncia do uso e a maneira que o mesmo &

administrada no paciente.

CONCLUSAO

Com base no exposto e apos uma andlise dos resultados obtidos nesta pesquisa
observa-se que, independente do extrato testado, a espécie P. guineense Sw. induz baixa
genotoxicidade em células da mucosa oral, no entanto, mais estudos devem ser realizados

para comprovar a baixa toxicidade da espécie P. guineense Sw.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base no exposto e apds uma andlise dos resultados obtidos nesta
pesquisa observa-se que, independente do extrato testado, a espécie P. guineense
Sw. induz baixa genotoxicidade em células da mucosa oral, no entanto, mais
estudos devem ser realizados para comprovar a baixa toxicidade da espécie P.

guineense Sw.



ANEXO

33



34

COOPEX FIP - NORMAS PARA PUBLICACAO

1. A Revista COOPEX-FIP (ISSN: 2177-5052) publica trabalhos cientificos inéditos em portugués
nas areas de conhecimento relacionados com os cursos de Economia, Fisioterapia, Biomedicina,
Histéria, Geografia, Letras, Pedagogia, Sistema de Informacdo, Jornalismo, Enfermagem, Direito,
Nutricdo, Odontologia, Educacdo Fisica, e Servigo Social, que sdo resultado das pesquisas
desenvolvidas na FIP através da COOPEX - Coordenacdo de Pesquisa e Extensdo. Os artigos
cientificos deverao ser destinados com exclusividade.

2. Todos os trabalhos deverdo seguir a seguinte formatacdao geral: Usar processador: Word para
Windows, versao 6.0 ou posterior em folha com tamanho A4 (210 x 297mm), espaco entre linhas
1,5, fonte Times New Roman, tamanho 12. O numero de laudas sera entre 10 e 15 para os artigos
cientificos. Tabelas, graficos e figuras deverdo estar inseridos no texto logo apds a primeira
chamada (Tabela 1, Grafico 1, Figura 1 etc.). As margens superior e esquerda deverdo ter 3 cm e
direita e inferior 2 cm. A paginacdo devera ser no lado superior direito, com a pagina capitular sem
numeracao.

3. Os artigos cientificos deverdao conter: Titulo: (maximo 12 palavras, centralizado, apenas a
primeira letra mailscula). Resumo: paragrafo Unico (100-500 palavras); espagco simples e
justificado. Palavras-chave (trés a cinco); Abstract: Keywords; Introdugdo com Revisdo de
Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Consideragdes finais e Referéncias. Se
necessario, fazer nota de rodapé junto ao titulo com Agradecimento(s), Apoios e outras Fontes
Financiadoras (quando houver).

4. Os Resumos dos Projetos aprovados no Edital 02/2008 deverdo conter Titulo (maximo 12
palavras, centralizado, apenas a primeira letra mailscula) e Resumo contendo entre 150 e 500
palavras, justificado e espacamento entre linhas simples. Palavras-chaves (trés a cinco).

5. Todas as citagdes dos trabalhos seguirdo as Normas da ABNT NBRs 6023/2005 (referéncias) e
10520/2005 (citagoes).

6. Os nomes dos(as) autores(as) deverdo ser colocados por extenso (fonte 12), a direita logo
abaixo do titulo, seguidos de asterisco(s) que serdao repetidos no rodapé (fonte 10), para
especificacdo (profissdo, titulacdo e instituicdo) e indicacdo de endereco eletronico. NUumero de
autores: 05.

A apresentacgao dos originais devera seguir a seguinte ordem:
1. Os originais deverdo ser encaminhados em duas vias impressas, sendo que uma delas devera
ter todas as paginas rubricadas pelo (a) autor(a), como também trazer uma cépia do artigo em cd

Apds a avaliacdo da COOPEX, o trabalho poderd sera devolvido para correcao.

2. Os originais deverdo vir acompanhados de uma carta de encaminhamento, assinada pelo(a)
autor(a), atestando que o artigo ndo fere as normas éticas da sua profissdo.

3. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade dos(as)
autores(as).

4. Os autores serao comunicados sobre o recebimento dos originais pela COOPEX.

5. Os originais recebidos pela COOPEX serdo submetidos a apreciagdo pelos membros do Conselho
Editorial de acordo com a afinidade da area.

6. A COOPEX ressalta o compromisso de cada pesquisador (a) de submeter trabalhos redigidos
com base em suas atividades desenvolvidas na pesquisa/extensao.



