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RESUMO

Na busca de novas opc¢des terapéuticas com potencial antitumoral que podem causar
menos efeitos adversos em relacdo aos observados nos tratamentos convencionais de
cancer, os compostos naturais tém sido amplamente estudados. Entre as plantas,
destaca-se a goiaba (Psidium guajava) que desperta interesse por apresentar
propriedades anti-inflamatoérias, antioxidantes e compostos com efeitos antitumorais.
Tendo como objetivos: verificar os componentes fitoquimicos; a citotoxicidade hemolitica
e a atividade antioxidante de fracdo do extrato de Psidium guajava. Material e Métodos:
Folhas de Psidium guajava (exsicata no herbario BOTU n°34715) foram secas, trituradas
e infundidas (20 g) em 100 mL de alcool 70 % (24 h). O alcool foi extraido sob pressao
reduzida a 45 °C e a fracdo do extrato (FAE) foi obtida ao misturar acetato de etila ao
extrato (24h). ApGs evaporacdo do solvente, houve diluicho em &gua dos produtos
fracionados. No extrato bruto foram analisadas a presenca de terpenos (saponinas,
esterdides, sesquiterpenos), compostos fendlicos (taninos, flavonoides), cumarinas e
alcaldides; bem como, a citotoxicidade in vitro em solucao glicosilada (5%) de hemacias
(4%) nas concentracdes de 2%,4%, 6%, 8% e 10% de FAE e a determinacgéo da atividade
antioxidante pela captura do radical livre do DPPH. A caracterizagéo fitoquimica detectou
a presenca das seguintes classes de metabdlitos especiais: esteroides, saponinas,
sesquiterpenos, flavonoide, alcaloides e taninos, e indicou auséncia de cumarinas. A
avaliacdo de hemdlise em presenca de FAE mostrou baixa citotoxicidade e a avaliagdo
antioxidante foi de 91,34%. Considerag¢fes Finais: Nossas analises indicaram perfil anti-
inflamatorio, antioxidante e baixa citotoxicidade da FAE com possibilidades de aplicacao

terapéutica promissora em estudos futuros com modelos tumorais.

Palavras-chave: Goiaba. Compostos bioativos. Extratos de plantas medicinais.

Antioxidantes.



ABSTRACT

In the search for new therapeutic options with antitumor potential that can cause fewer
adverse effects compared to those observed in conventional cancer treatments, natural
compounds have been widely studied. Among the plants, guava (Psidium guajava) stands
out, which arouses interest due to its anti-inflammatory and antioxidant properties and
compounds with antitumor effects. Having as objectives: to verify the phytochemical
components; hemolytic cytotoxicity and antioxidant activity of a fraction of Psidium
guajava extract. Material and Methods: Psidium guajava leaves (exsiccate in BOTU
herbarium n°34715) were dried, crushed and infused (20 g) in 100 mL of 70% alcohol (24
h). The alcohol was extracted under reduced pressure at 45 °C and the extract fraction
(FAE) was obtained by mixing ethyl acetate to the extract (24h). After evaporation of the
solvent, the fractionated products were diluted in water. In the crude extract, the presence
of terpenes (saponins, steroids, sesquiterpenes), phenolic compounds (tannins,
flavonoids), coumarins and alkaloids were analyzed; as well as, in vitro cytotoxicity in
glycosylated solution (5%) of red blood cells (4%) at concentrations of 2%,4%, 6%, 8%
and 10% of FAE and determination of antioxidant activity by free radical capture of the
DPPH. Phytochemical characterization detected the presence of the following classes of
special metabolites: steroids, saponins, sesquiterpenes, flavonoids, alkaloids and tannins,
and indicated the absence of coumarins. The evaluation of hemolysis in the presence of
FAE showed low cytotoxicity and the antioxidant evaluation was 91.34%. Final
Considerations: Our analyzes indicated the anti-inflammatory, antioxidant and low
cytotoxicity profile of the FAE, with possibilities of promising therapeutic application in

future studies with tumor models.

Keywords: Guava. Bioactive compounds. Medicinal plant extracts. Antioxidants.



1 INTRODUCAO

O Cancer é considerado uma das principais causas de morbimortalidade mundial (CASTRO
DA SILVA, P. l.et tal, 2017). No ano de 2018, segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS), foram registrados 9,6 milhbes de mortes por cancer no mundo. Dessas mortes, 30%
poderiam ter sido evitadas com a possibilidade de detec¢ao precoce e do tratamento adequado.

Na busca por novas medidas terapéuticas as plantas medicinais apontaram como novas
alternativas aos tratamentos convencionais e uma grande esperanga para novos tratamentos.
Com propriedades variadas e atrativas, as plantas apresentam capacidades biolégicas como anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antimicrobianas e antitumorais (ABBAS M. N, et tal 2019).

O Brasil possui uma grande variedade de riquezas naturais nas suas terras e uma delas séo
as arvores da familia das Mirtaceas, do género Psidium, que podem ser usadas tanto para
medicacdes caseiras como pela industria na producéo de fitoterdpicos. A safra da goiabeira,
quando bem mantida, € capaz de produzir de 20 a 60 kg de goiaba/planta/ano (ANDRADE, A. P.
C., et tal, 2019).

O extrato da folha de Goiabeira (Psidium guajava), possui capacidade de demonstrar
excepcionais efeitos anti-inflamatérios, antimicrobianos e até cicatrizantes, quando aplicado
topicamente, como em casos de picadas de insetos, ache ou pequenos ferimentos. Um 6timo
exemplo da utilizagdo das suas propriedades/efeitos medicinais sdo os povos indigenas, neste
caso os indios Tikuna, que utilizavam de suas folhas apos fervidas (decocgéo) e até de suas
cascas como meios de tratamento tradicional para disenteria e diarreia. Utilizada também para
tratamento de laringites/faringites, emese, problemas gastrointestinais e vertigem (GUTIERREZ,
R. M. P., et tal, 2008).

N&o somente as suas folhas, mas as sementes, raizes e até mesmo a casca da goiaba podem
ser utilizadas para o tratamento de diversas doencas. Em toda sua integralidade a goiaba
demonstra ter componentes ricos em vitaminas (A, B e C), acucares, ferro, calcio e fosforo,
tornando sua ingestédo indicada para os mais variados tipos de dietas, dentro dos padrées de uma
alimentacdo saudavel. Além desses, a goiaba também é composta por taninos, fendis,
triterpenos, flavonoides, 6leos essenciais, saponinas, carotenoides, lectinas e licopeno. Dentre
esses, podemos destacar o acido ascérbico (vitamina C), os flavonoides e o licopeno que
apresentam grande acdo antioxidante e prevencdo das acdes dos radicais livres, e por

consequéncia prevenindo alguns cénceres e o envelhecimento. (CORREA, M. G., et al, 2016).



Diversos estudos mostraram a capacidade citotoxica e antiproliferativa do extrato das folhas
da goiaba em células cancerigenas em diversos modelos oncogénicos, como nos casos dos
adenocarcinomas (MDA-MB-231) e o cancer de mama triplo negativo (TNBC da sigla em inglés).
Assim como suas folhas, o extrato obtido da sua fruta e polpa também apresentam efeitos
apoptéticos nas células mutagénicas. Quando utilizado em conjunto com inibidores dos
Receptores de fator de crescimento epidérmicos (EGFR da sigla em inglés) sua atividade
antitumoral aumenta significativamente (JAMIESON, S., et al, 2021).

Quando falamos em céancer, ndo podemos deixar de pensar nos processos inflamatérios que
se apresentam intimamente ligados e levam a ele, alguns deles sdo a Prostaglandina
Endoperéxido Sintases (PGHSs), COX-2 e o Fator Nuclear Kappa B (NF-kB). Todos de extrema
importancia nos processos indutores da inflamagéo e carcinogénese, e em todos 0s casos
apresentaram determinado nivel de inibicao de suas fun¢des quando administrado o extrato das
folhas de Psidium guajava em processos de estudos terapéuticos. (SATO, R., et al, 2010).

Portanto, podemos ver que as possibilidades para a elaboracdo de tratamentos alternativos
para o controle do cancer sdo muito diversas e de eficacia tremenda. Além de mostrarem
importantes processos bioldgicos na tumorigénese como a apoptose, migragao, inflamacao e
genotoxicidade, ndo apresentam tantos efeitos adversos no sistema imunolégico do individuo, e
consequentemente ndo afetando também o seu psicolégico ou mesmo sua autoestima durante o
periodo de tratamento.

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as possiveis capacidades antitumorais
dos extratos bruto e fracionado do acetato de etila de Psidium guajava, por meio de protocolos

de caracterizacao fitoquimica e de citotoxicidade.



2 METODOLOGIA

2.1 Obtencé&o do extrato bruto e fragao acetato de etila

Folhas de P. guajava foram coletadas para a obtencédo do seu extrato puro (EP) e
Fracdo Acetato de Etila (FAE). Para a obtencéo do EP as folhas passaram primeiramente
por um processo de lavagem e secagem. As folhas secas foram trituradas e usados 20g
de seu peso seco e 100ml de alcool 70% no processo de percolacéo, por 24h. A seguir,
a solucao passou pelo rota-evaporador a 45°C para a extracdo do alcool, sem perda de
propriedades do material. Para obtencéo da FAE, 10% do EP foi misturado com solvente
acetato de etila em proporcao 1:1, por 24h. Apos evaporacao do solvente, a fracéo foi

diluida em agua destilada.

2.2Andlises das atividades fitoquimicas

Na padronizagdo do extrato bruto foram utlizadas diferentes reacdes para as

analises de identificacdo de componentes quimicos variados (Mouco et al., 2003).

Identificacdo de taninos totais (Cloreto Férrico, Acetato de Chumbo, Acetato de
Cobre) e taninos especificos (Acetado de chumbo e Acido Acético Glacial, Reativo
de Wasicky)

Para a reacdo de Cloreto Férrico, em um tubo de ensaio foi colocado 1 ml da
solucéo extrativa, 5 ml de agua destilada e uma gota de cloreto férrico 2% (escorrendo-o
pela parede do tubo). Na reacdo com Acetato de Chumbo, 1 ml do extrato foi diluido a
uma proporc¢ao 1:5, na qual foram adicionadas 2 gotas de solu¢do aquosa de acetato
neutro de chumbo a 10%. A reacao de Acetato de Cobre foi realizada com 1 ml da solucao
extrativa diluida na proporcdo de 1:5 e 2 gotas de solucdo de acetato de cobre a 5%. A
presenca de taninos galicos foi identificada pela reacdo de Acetato de chumbo e Acido
Acético Glacial, na qual 3 ml do extrato foram usados e adicionados 2 ml de acido acético
glacial a 10% e 3 ml da solug&o de acetato de chumbo a 10%.. Enquanto, a presenca de

taninos catequinicos foi verificada pela reacdo com Reativo de Wasicky, pela eliminacéo
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do precipitado da reacdo com acetato de cobre (anterior), por filtracdo, e utilizacdo do

filtrado, no qual foi adicionado 0,5 ml de solugéo polimetil aminobenzaldeido.

Identificac&o de saponinas (reacdo de Rosenthalen, reac&o por agitagéo)
A reacao de Rosenthalen foi feita com 5 ml do extrato e 2 gotas de solugcédo de
vanilina a 1% em acido cloridrico. Na reacéo de agitacdo, 1 ml do extrato foi agitado para

observar a obtengao de espuma.

Identificacdo de flavonoides (reacdo de Shinoda, Cloreto de Aluminio, Cloreto
Férrico, Hidréxido de Sbdio)

Na reagdo de Shinoda foram adicionados 5 ml do extrato em um tubo de ensaio
contendo raspas de magnésio metélico. Posteriormente foi acrescentado 1 ml de acido
cloridrico. O desenvolvimento de coloracdo résea-avermelhada indicou a presenca de
flavondis; a violeta a presenca de flavononas e laranja, a presenca de flavonas. A
presenca de flavonoides também foi identificada pela reagdo com Cloreto de Aluminio,
na qual foi usado papel de filtro sobre o qual foram depositadas 2 gotas do extrato. Apos
secagem, foi colocada 1 gota de solucao de cloreto de aluminio 5% em etanol. A seguir,
o papel foi observado sob luz ultravioleta. Para a reacdo com Cloreto Férrico, o extrato
foi diluido com agua na proporcédo de 1:5 e 5 ml foram colocados em tubo de ensaio.
Adicionada, pela parede do tubo, 1 gota de cloreto férrico a 1%. A rea¢do com Hidréxido
de Sadio foi realizada com 5 ml do extrato na proporcao de 1:5, no qual foram colocadas
2 gotas de NaOH a 5%.

Identificacdo de alcaldéides (Reagentes de Sheibler, Bourchardat, Mayer,
Dragendorff)
Nessas reacgOes, algumas gotas de cada reagente foram adicionadas em 1 ml do

extrato e 1 ml de agua, em tubos de ensaio individuais.



2.3 Andlise de perfil antioxidante - DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método do radical de eliminacéao
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) onde foi avaliada a capacidade de sequestro de
radicais livres por meio da adi¢do de solucdo de DPPH a 2,4 mg/100 mL, com leitura

da absorbancia feita em espectrofotdmetro a 520 nm.

2.4 Andlise de citotoxicidade

Para determinar possiveis valores citotoxicos foi empregado o teste de hemolise
in vitro. Para essa analise foi usada uma solucao glicosilada a 5% de sangue humano a
4% em diferentes concentracdes do E e FAE (2%; 4%; 6%; 8% e 10%). Foram separados
5 tubos de ensaios com 1 mL de hemacias juntamente com a solucdo glicosilada de
sangue e o EP, cada um em sua concentragao variante. Para controle positivo e negativo
foram adicionados 1 mL de suspenséo de hemacias + 1 mL de triton a 10% e suspenséao
de hemacias + solucéo glicosilada, respectivamente. Os tubos de ensaio passaram por
banho maria a 37°C por 15 minutos e centrifugados a 1.500 RPMs por 15 minutos. As
amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 540 nm de absorbancia, apds zerar o

mesmo com a solugéo glicosilada anteriormente a passagem das amostras.



3 RESULTADOS

Em sua grande maioria, os testes realizados para verificacdo do perfil fitoquimico

do extrato bruto das folhas de P. guajava, se apresentaram positivos, com a excec¢ao dos

testes de verificacdo para triterpenos e na reacdo com acetato de cobre (Cu(CH3COO)2)

como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Andlises fitoquimicas do extrato bruto de P.guajava.

Saponinas

Esterdides

Sesquiterpenos

Triterpenos

Reagdo com Cloreto Férrico(FeCI3)

Reagdo com cloreto de Aluminio
Reac3o de Shinoda

Reagdo com Hidroxido de Sédio

Reac3o com Acetato Neutro de Chumbo

Reac3o com Acetato de Cobre

Os resultados indicaram elevada atividade antioxidante em ambas as amostras,

sendo 91,34% de acdo antioxidante para a FAE e 93,13% de acdo antioxidante para o

extrato bruto das folhas.
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Figura 1. Andlise da atividade antioxidante

1- Controle;
2- FAE (Fragao Acetato de Etila 91,34% de ag&o antioxidante);
3- Extrato bruto (93,13% de ag&o antioxidante).
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Quanto ao teste de hemdlise, as concentragbes estudadas mostraram baixa

citotoxicidade tanto para o (EP) (Figura 2), quanto para a FAE.(Figura 3).

Figura 2. Avaliacéo grafica da citotoxicidade do extrato bruto - (Hemadlise)
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Figura 3. Avaliacao grafica da citotoxicidade da fracédo acetato de etila - (Hemolise)

Cytotoxicity in glycosylated [5%) red blood cells (4%)
solution
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4 DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos através dos testes fitoquimicos qualitativos e testes de
citotoxicidade, as capacidades dos componentes bioativos dos extratos fracionados e
bruto da P. guajava, demonstraram estar dentro dos padrdes de referéncia constatados
na literatura ou proximo a eles. Os quais mostram significativa atividade antioxidante (por
ensaio DPPH), como a presenca de Taninos (polifendis), grande acao anti-inflamatoria e
baixa citotoxicidade.

Nossas analises corroboram com os resultados também obtidos em outras
investigacbes que também encontraram metabdlitos secundarios nas folhas da P.
guajava como taninos, flavonoides, 6leo essencial, sesquiterpenoides e triterpenoides;
capazes de apresentar propriedades antidiarreicas, antioxidantes, antimicrobianas,
hepatoprotetoras, hipoglicémicas, anti-hipertensivas, anti-inflamatérias e antiviral; além
do efeito antitumoral; com o &cido ascorbico (vitamina C), flavonoides (apigenina) e
licopeno (CORREA et al., 2016; DEGUCHI e MIYAZAKI, 2010; GUTIERREZ et al., 2008).

Compostos fendlicos e carotenoides, como os flavonoides, vitamina C e E, séo
antioxidantes reduzindo a acdo de radicais livres, neutralizando a toxicidade e
mutagenicidade, assim prevenindo o cancer (CORREA et al., 2016; JIMENEZ-ESCRIG
et al., 2001). A quercetina glicosidica, também tem possibilidade de uso terapéutico e
esta presente no extrato das folhas de goiaba (IHA et al., 2008). Portanto, confirmamos
a presenca de compostos de interesse farmacoldgico no extrato de folhas de P. guajava.

Na sequéncia do estudo, nossos resultados demonstraram que o EP a 10% e a
FAE possuem alta atividade antioxidante, que mostrou promissora capacidade inibitoria
do crescimento de células cancerigenas (CORREA et al., 2016). Os compostos fenélicos
e carotenoides, como os flavonoides, vitamina C e E, s&o antioxidantes que reduzem a
acao de radicais livres, neutralizando a toxicidade e mutagenicidade, assim prevenindo o
cancer (CORREA et al., 2016; JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001). Soman e colaboradores
(2010) apesar de usarem metanol na obtencdo do extrato de folhas de P. guajava
também observaram alta capacidade de sequestro de radicais livres na fracdo Acetato
de Etila.
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Finalmente, o teste de citotoxicidade in vitro, que avalia a hemalise provocada por
diferentes concentracfes do EP e FAE, indicou que nenhuma das amostras apresentou
alta citotoxicidade nas concentracdes testadas. Silva-Veiga e colaboradores (2020) citam
que 0os componentes bioativos, como flavonoides e compostos fendlicos encontrados no
extrato das folhas goiaba inibem a hemdlise. Com base em fatores citoplasmaticos,
incluindo o pH, os eritrocitos podem mudar da forma normal para equindcitos ou
estomatdcitos. Isso pode ocorrer devido as altas taxas de flavonoides presentes nas
folhas de goiaba, que agem como indutores de equindcitos (SILVA-VEGA et al., 2020;
SUWALSKY et al.,, 2008). Dessa forma, esse efeito inibitério pode ser uma das
justificativas de termos observado baixa citotoxicidade das amostras, quando baseada
na hemdlise.

A capacidades antioxidante elevada, presenca de polifendis, entre outros
fitoquimicos de interesse farmacolégico dos extratos obtidos das folhas de P. guajava,
bem como sus baixa citotoxicidade indicam potencialidade para combate de tumores,

diante de possivel inibicdo da proliferagdo celular.

14



5 CONCLUSAO

O alto potencial anti-inflamatorio e antioxidante e baixa citotoxicidade do EP e da FAE,
estimulam a possibilidade de realizagdo de testes em modelos in vivo para o
desenvolvimento de medidas terapéuticas alternativas eficazes e menos agressivas para
tratamentos oncoldgicos, a partir de matéria prima abundante em territério nacional e de

baixo custo aquisitivo.
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