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O uso de plantas medicinais no tratamento e prevenção de doenças é pratica comum, 
apesar de poucas terem seus efeitos estudados cientificamente. A Solanum guaraniticum, 
conhecida também como falsa jurubeba, é uma planta amplamente distribuída no Rio Grande do 
Sul e utilizada para o tratamento de distúrbios gástricos e hepáticos. Já o Syzygium 
jambos,conhecido popularmente como “ jambolão”, tem suas folhas, sementes e frutos utilizados 
para o tratamento do diabetes mellitus. Assim, considerando a popularidade das espécies acima 
citadas e a escassez de dados sobre os seus perfis farmacológico e toxicológico, o objetivo 
desse estudo foi avaliar o efeito dos extratos de folhas de S. jambos e S. guaraniticum sobre 
parâmetros bioquímicos e de estresse oxidativo em modelos in vitro e in vivo. Os extratos 
apresentaram vitamina C e compostos fenólicos, dentre os quais foram identificados: ácido 
gálico, elágico e clorogênico, catequina e epicatequina, rutina, quercitina quercitrina, 
isoquercitrina e canferol em ambos os extratos, e ácido cafeico somente no extrato de S. jambos. 
Em modelos de indução de estresse oxidativo, os extratos apresentaram efeito anti-hemolítico 
em eritrócitos humanos, e foram capazes de diminuir o processo de lipoperoxidação, efeito 
também observado em tecido renal, cerebral e hepático de ratos, in vitro. Nesses tecidos, ambos 
os extratos também foram capazes de proteger os grupos tióis. Os extratos apresentaram 
capacidade removedora de H2O2 e NO, atividade quelante de íons Fe2+ e capacidade redutora, 
comprovando sua ação antioxidante. Em todos os testes realizados, o extrato de S. jambos se 
mostrou mais potente como antioxidante e ainda apresentou atividade mimética às enzimas tiol-
peroxidades. Observou-se uma inibição da atividade da δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) 
em eritrócitos humanos por ambos os extratos, sendo que o de S. guaraniticum foi mais potente 
nesses ensaios. É possível sugerir um envolvimento dos íons zinco do sítio ativo da enzima 
nesse mecanismo de inibição. O extrato de S. guaraniticum administrado in vivo, não foi capaz 
de provocar alterações na atividade da enzima δ-ALA-D, assim como nas enzimas 
aceticolinesterase (AChE) e N-acetyl-b-D-glucosaminidase. O teste de letalidade da Artemia 
salina demonstrou que ambos os extratos são bilogicamente ativos. Em linfócitos, in vitro, o 
extrato de S. jambos alterou a atividade mitocondrial e inibiu a atividade da AChE, sugerindo um 
efeito imunomodulatório enquanto que o extrato de S. guaranticium apresentou efeitos 
citotóxicos. Na avaliação da toxicidade aguda do extrato de S. guaraniticum foi possível 
identificar que a DL50 é superior a 5000 mg/kg e, portanto, esse extrato pode ser considerado 
não tóxico para o consumo humano. Além disso, apesar de os animais não terem apresentado 
alterações corporais, hematológicas e bioquímicas significativas, o tratamento com o extrato de 
S. guaraniticum foi capaz de causar uma alteração no teste do campo aberto. A redução no 
número de cruzamentos e levantadas pode indicar um efeito depressor, que parece ser tardio e 
não permanente. Portanto, as espécies vegetais estudadas podem ser reconhecidas como fonte 
de antioxidantes naturais e tem uso prospectivo na medicina preventiva contra doenças 
relacionadas ao estresse oxidativo, mas seu uso popular deve ser feito com cautela até que uma 
maior investigação em relação ao perfil toxicológico dos extratos seja realizada. 

Palavras-chave : Solanum guaraniticum, Syzygium jambos, plantas medicinais, δ-
aminolevulinato desidratase, antioxidantes, hemólise.  
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The use of medicinal plants for the treatment and prevention of disease is a common 
practice, despite their effects are few studied scientifically. Solanum guaraniticum, also known as 
false jurubeba, is a medicinal plant widely distributed in Rio Grande do Sul and used for the 
treatment of gastric and hepatic disorders. Similarly, Syzygium jambos has its leaves, seeds and 
fruits used for the treatment of diabetes mellitus. Therefore, considering the popularity of the 
species mentioned above and the lack of data on their pharmacological and toxicological profiles, 
the aim of this study was to evaluate the effect of leaf extracts of S. jambos and S. guaraniticum 
on biochemical and oxidative stress parameters in in vitro and in vivo models.The extracts 
showed vitamin C and phenolic compounds, among which were identified gallic, chlorogenic and 
ellagic acids, catechin, epicatechin, rutin, quercitrin, isoquercitrin, quercetin and kaempferol in 
both extracts and caffeic acid only in S. jambos extract. In models of oxidative stress induction, 
both extracts exhibited anti-hemolytic effect on human erythrocytes and were capable of 
decrease the process of lipid peroxidation, and this last effect was also observed in kidney, liver 
and brain tissues of rats, in vitro. In these tissues, both extracts were also able to protect the thiol 
groups. The extracts showed H2O2 and NO scavenging ability, Fe2+ chelating activity and 
reducing capacity, proving its antioxidant action. In all assays, the extract of S. jambos was more 
potent as an antioxidant and also showed tiol-peroxidase - like activity. We observed an inhibition 
of the activity of δ-aminolevulinic acid dehydratase (δ-ALA-D) in human erythrocytes by both 
extracts, and the S. guaraniticum was more potent in this assay. It is possible to suggest an 
involvement of zinc ions of the active site of this enzyme in this inhibition mechanism. The extract 
of S. guaraniticum administered in vivo, was not able to cause changes in the activity of the 
enzyme δ-ALA-D, as well as enzymes acetilcholinesterase and N-acetyl-b-D-glucosaminidase. 
The Artemia salina lethality test showed that both extracts are biologically active. In lymphocytes, 
in vitro, the extract of S. jambos altered mitochondrial activity and inhibit AChE activity, 
suggesting an immunomodulatory effect, while the extract of S. guaranticium shows cytotoxic 
effects. In the acute toxicity evaluation of the extract of S. guaraniticum was possible to identify 
that the LD50 is greater than 5000 mg/kg and, therefore, this extract can be considered non-toxic 
for human consumption. Furthermore, although the animals did not show significant bodily, 
hematological and biochemical changes, the treatment with the extract of S. guaraniticum was 
able to cause an alteration in the open field test. The reduction in the number of crossing and 
rearing may indicate a depressant effect, which seems to be delayed and short-lasting. 
Therefore, the vegetal species studied can be recognized as sources of natural antioxidants and 
have prospective use in preventive medicine against oxidative stress related diseases, although 
its popular use should be done with caution until further studies regarding the toxicological profile 
of the extracts is performed. 

 

Keywords : Solanum guaraniticum, Syzygium jambos, medicinal plants, δ-aminolevulinate 
dehidratase, antioxidants, hemolysis.  
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APRESENTAÇÃO 

 

O presente trabalho consiste na apresentação dos resultados obtidos, para 

fins de defesa de Tese de Doutorado. Tais resultados são apresentados na forma de 

um artigo publicado e três manuscritos submetidos em periódicos científicos. 

Este trabalho encontra-se organizado da seguinte forma: a primeira parte 

refere-se à INTRODUÇÃO e OBJETIVOS, sendo seguida pelas seções ARTIGO e 

MANUSCRITOS, onde são apresentados os quatro trabalhos. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão e Referências são apresentadas nos próprios 

artigo ou manuscritos, representando os resultados obtidos. Na sequência, os itens 

DISCUSSÃO e CONCLUSÃO apresentam uma síntese dos resultados e 

comentários gerais sobre os trabalhos apresentados. 

Por fim, as REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS utilizadas para as citações dos 

itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO deste trabalho. 

 





 

1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 O uso de plantas medicinais 

 

 

O uso medicinal de plantas para tratar diversas doenças em humanos e seus 

animais tem sido tradição por séculos em várias culturas (VERNANI; GARG, 2002). 

Até meados do século XX, as plantas medicinais e seus derivados constituíam a 

base da terapêutica medicamentosa, quando a síntese química, que teve início no 

final do século XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso (CALIXTO, 

2000). Apesar dessa grande evolução da medicina alopática, ainda existem 

obstáculos básicos na sua utilização pelas populações carentes, que vão desde o 

acesso aos centros de atendimento hospitalares à obtenção de exames e 

medicamentos, a carência de recursos dos órgãos públicos de saúde e incessantes 

aumentos de preço nos medicamentos alopáticos. Esses motivos, associados com a 

fácil obtenção e a grande tradição do uso de plantas medicinais, bem como os 

efeitos colaterais apresentados por alguns medicamentos, contribuem para o 

crescente interesse na fitoterapia (PARENTE; ROSA, 2001; VEIGA Jr; PINTO; 

MACIEL, 2005).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2003), planta 

medicinal é uma espécie vegetal, cultivada ou não, utilizada com propósitos 

terapêuticos, sendo planta fresca aquela coletada no momento de uso e planta seca 

aquela que foi precedida de secagem, equivalendo à droga vegetal. Já um 

fitoterápico, de acordo com a legislação sanitária brasileira, é o medicamento obtido 

empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais sendo que não se 

considera medicamento fitoterápico aquele que inclui na sua composição 

substâncias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associações dessas com 

extratos vegetais (BRASIL, 2004). Além disso, a produção de fitoterápicos requer 

necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botânicos, agronômicos, 

químicos, farmacológicos, toxicológicos e de desenvolvimento de metodologias 

analíticas e tecnológicas. É essa fundamentação cientifica necessária para o 

desenvolvimento de um produto fitoterápico que o diferencia das plantas medicinais 

a das preparações utilizadas na medicina popular (SONAGLIO et. al., 2007). 
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Atualmente, a OMS observa que 70% a 90% da população dos países em 

vias de desenvolvimento depende das plantas medicinais no que se refere à 

Atenção Primária a Saúde (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 1993; 2011). 

Em alguns países industrializados, o uso de produtos naturais é igualmente 

significante, como o Canadá, França, Alemanha e Itália, onde 70% a 90% de sua 

população usam esses recursos da medicina tradicional sob a denominação de 

complementar, alternativa ou não convencional (WHO, 2011). 

Além de sua importância na medicina tradicional, as plantas podem fornecer 

para a indústria farmacêutica os princípios ativos que serão comercializados como 

remédios (DI STASI, 1996). Estima-se que pelo menos 25% de todos os 

medicamentos modernos são derivados diretamente ou indiretamente das plantas 

medicinais, principalmente por meio da aplicação de tecnologias ao conhecimento 

tradicional. No caso de certas classes de produtos farmacêuticos, como 

medicamentos antitumorais e antimicrobianos, essa percentagem pode ser maior 

que 60% (WHO, 2011). De fato, uma análise dos produtos naturais como fontes de 

novas drogas no período de 1981-2002 mostrou que 67% das novas entidades 

químicas são formalmente sintéticas. Entretanto, somente 39% dessas são 

verdadeiramente sintéticas, sendo que o restante deriva de algum produto natural, 

principalmente plantas medicinais (GURIB-FAKIM, 2006).  

Nos dias de hoje, na maioria das sociedades, os sistemas de medicina 

alopática e tradicional ocorrem lado a lado de forma complementar. O primeiro trata 

condições sérias e agudas enquanto que o segundo é usado para enfermidades 

crônicas, reduzir sintomas e melhorar a qualidade de vida com uma boa relação 

custo-benefício (GURIB-FAKIM, 2006). Os estudos sobre a medicina popular tem 

demonstrado que as plantas medicinais são utilizadas na forma bruta (não 

processadas), como infusões, decocções e tinturas ou como fitoterápicos (extratos 

padronizados e formulados de plantas), geralmente como alternativa aos produtos 

medicinais alopáticos (GURIB-FAKIM, 2006; VALE, 2002). Ainda, as plantas 

medicinais e seus derivados (fitoterápicos) são usados como medicação prescrita ou 

sem receita, automedicação ou autocuidado, remédio caseiro, ou como suplemento 

dietético, alimentos para a saúde, alimentos funcionais, fitoprotetores, dentre outros 

(WHO, 2011). 
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1.2 Plantas medicinais no Brasil 

 

 

No Brasil, diferentes tradições terapêuticas contribuíram para a formação da 

medicina popular (AMOROZO, 2004). Além da assimilação dos conhecimentos 

indígenas, as colaborações trazidas pelos escravos e imigrantes representaram 

papel importante para o surgimento de uma medicina popular rica e original, na qual 

a utilização de plantas medicinais ocupa lugar de destaque (SIMÕES et al., 1995). 

No país, 20% da população brasileira é responsável por 63% do consumo dos 

medicamentos disponíveis; o restante encontra nos produtos de origem natural, 

especialmente nas plantas medicinais, a única fonte de recursos terapêuticos 

(FOGLIO et al., 2006). Assim, cerca de 80% da população utiliza produtos à base de 

plantas medicinais nos seus cuidados com a saúde. Na maioria dos casos, as 

espécies são utilizadas de acordo com a tradição popular, transmitida entre 

gerações, na forma de automedicação e sem qualquer preocupação quanto à 

procedência e qualidade da droga vegetal, preparação derivada ou fitoterápica 

(RATES, 2001; RODRIGUES; SANTOS; DE SIMONI, 2010; SCHENKEL et al, 1986; 

SIMÕES; SCHENKEL, 2002). Dentro da biodiversidade brasileira, alguns exemplos 

importantes de plantas medicinais são: Ilex paraguariensis (mate), Myroxylon 

balsamum (bálsamo de Tolu), Paullinia cupana (guaraná), Psidium guajava (guava), 

Spilanthes acmella (jambu), Tabebuia sp. (lapacho), Uncaria tomentosa (unha-de-

gato) e Copaifera sp.(copaíba) (GURIB-FAKIM, 2006). 

O possível benefício das medicações derivadas de plantas constitui uma área 

de pesquisa recompensadora, particularmente em países como o Brasil, que tem 

uma biodiversidade rica em fontes de plantas naturais juntamente com uma alta 

prevalência e variedade de doenças infecciosas (BRANDÃO et al, 2008). Entretanto, 

embora o nosso país possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 

60.000 espécies vegetais superiores catalogadas (PRANCE, 1977), apenas 8% 

foram estudadas para pesquisa de compostos bioativos e 1.100 espécies foram 

avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA; NODARI, 2001).  

De fato, durante os últimos 20 anos, os fármacos de origem natural que 

apareceram no mercado são quase que na totalidade, oriundos das pesquisas 

científicas de países como China, Coréia e Japão, sendo que a contribuição dos 

outros países é bem menor (LOZOYA, 2001). Em termos globais, o mercado de 
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fitoterápicos movimenta anualmente cerca de US$ 20 bilhões e é um segmento em 

ascensão. A previsão é de que o setor que utiliza plantas como matéria prima 

(incluindo medicamentos, alimentos e cosméticos) deve atingir US$ 93 bilhões em 

2015 (VALÉCIO, 2013).  

Nacionalmente, de acordo com a Associação Brasileira das Empresas do 

Setor Fitoterápico, Suplemento Alimentar e de Promoção da Saúde (Abifisa) 

atualmente o setor de medicamentos fitoterápicos representa 3% do mercado 

farmacêutico total do Brasil, com faturamento da ordem de US$ 1 bilhão (VALÉCIO, 

2013). Entretanto, o país importa cerca de 100% da matéria-prima utilizada na 

produção dos produtos sendo que a maioria dos extratos vegetais que originam os 

fitoterápicos consumidos é proveniente da Europa e da Ásia e os insumos mais 

comercializados, ginkgo biloba, valeriana, castanha-da-índia, entre outros hoje, são 

de origem estrangeira (ADAME; JACCOUD; COBRA, 2005; VALÉCIO, 2013). 

Portanto, apesar da rica biodiversidade, dos fitoterápicos registrados na ANVISA, 

apenas uma pequena parte é oriunda de espécies nativas, o que demonstra 

necessidade de investimentos em pesquisas com espécies da flora nacional 

(MIOTO, 2010).  

Atualmente, aproximadamente 80% da população européia e mais de 40% da 

população dos países asiáticos consome medicamento fitoterápico. No Brasil, 

apesar do crescimento expressivo registrado nos últimos anos, estima-se que 

apenas 10% das pessoas consumam esse tipo de produto industrializado. Em parte, 

isso se explica pelo fato de o mercado brasileiro de fitoterápicos ainda ser recente 

em comparação aos europeus e asiáticos, pela freqüência inferior de prescrições 

médicas desses produtos e pela falta de conhecimento dos enormes benefícios dos 

medicamentos fitoterápicos por uma faixa considerável da população brasileira 

(VALÉCIO, 2013).  

Por sua vez, o Ministério da Saúde tem encorajado o desenvolvimento de 

estudos com plantas medicinais tradicionais, com a esperança de obter os possíveis 

benefícios que as pesquisas sobre este assunto podem trazer e evitar efeitos 

irracionais ou prejuízos que esse tipo de medicina pode ocasionar (FRANCO; 

BARROS, 2006). As ações e programas do Ministério da Saúde com plantas 

medicinais e fitoterapia são distribuídos em todas as regiões do País e ocorrem de 

maneira diferenciada, principalmente com relação às espécies de plantas 

disponibilizadas em cada região em virtude dos diferentes biomas. Atualmente, os 
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principais instrumentos norteadores para o desenvolvimento das ações/programas 

com plantas medicinais e fitoterapia são: a Política Nacional de Práticas Integrativas 

e Complementares no SUS, com diretrizes e linhas de ação para “Plantas Medicinais 

e Fitoterapia no SUS”, e a “Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos”, 

com abrangência da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterápicos (BRASIL, 

2012).  

Por meio da institucionalização dessa prática, houve grande expansão da 

oferta de ações e serviços de fitoterapia nos últimos anos. Em 2008, as ações e 

serviços fitoterápicos fornecidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) eram ofertados 

em 350 municípios/estados, distribuídos em todas as regiões do país (Figuras 1 e 2). 

Nesses, os serviços disponibilizam plantas medicinais em uma ou mais das 

seguintes formas: planta in natura, planta seca (droga vegetal), fitoterápico 

manipulado e fitoterápico industrializado (BRASIL, 2008). 

 

 

 

 

Figura 1 – Distribuição dos municípios que possuem ações/serviços com plantas 
medicinais e fitoterapia nas unidades federadas  
 
Fonte: adaptado de BRASIL, 2012. 
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Figura 2 – Número de municípios que por unidade federativa que oferecem plantas 
medicinais e/ou fitoterápicos, com destaque para o estado do Rio Grande do Sul.  
 
Fonte: adaptado de BRASIL, 2012. 

 

 

Os estudos sobre a utilização de plantas medicinais no Brasil são de modo 

geral realizados em municípios e comunidades específicas, mas têm permitido 

identificar algumas características do uso das plantas medicinais pela população 

brasileira. Alguns desses estudos demonstram o uso popular de plantas tanto 

nativas quanto exóticas (GARLET; IRGANG, 2001). No que se refere à forma de 

vida, a maioria das espécies são ervas, seguidas de árvores e arbustos e a parte 

mais utilizada nas preparações são as folhas. Frutos, cascas, flores e raízes e, em 

menor quantidade, sementes, resinas e látex também são utilizadas. A 

predominância do uso de folhas é freqüente no Rio Grande do Sul (GARLET; 

IRGANG, 2001; MARODIN; BAPTISTA, 2001), sendo que o uso de cascas e raízes 

é padrão mais comum em outras formações vegetais como o cerrado e a caatinga, 

onde a disponibilidade de folhas pode ser limitada (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 

2002; AMOROZO, 2002).  

Além disso, a maior parte das plantas medicinais referidas nas pesquisas é 

cultivada nas moradias, em quintais e jardins, e em menor frequência adquirida na 
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forma de chás industrializados e comercializados em farmácias, drogarias e 

supermercados (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005; TAUFNER; FERRAÇO; 

RIBEIRO, 2006). Nesse sentido, a maioria das sociedades rurais brasileiras, quintais 

e pomares próximos à moradia desempenham importante função na manutenção de 

muitas espécies medicinais (AMOROZO, 1996). 

As indicações terapêuticas mais freqüentes estão relacionadas com as 

doenças do aparelho respiratório e digestivo, mas o tratamento de dores e febre e 

de afecções do sistema geniturinário e circulatório também são citadas (AMOROZO, 

1998; AMOROZO, 2002; BENNET; PRANCE, 2000; HANAZAKI; LEITÃO FILHO; 

BEGOSSI, 1996; NEGRELLE et al., 2007; PILLA, AMOROZA, FURLAN, 2006; 

SILVA-ALMEIDA; GALLOTTE; RIBEIRO 2005;). Em relação à forma de utilização 

das plantas, 50% das espécies medicinais são consumidas como chás para beber, 

seguido de xaropes e alcoolaturas. Os chás das folhas são preparados por infusão 

ou decocção, revelando que algumas vezes a planta é utilizada de forma errônea já 

que só as partes duras (raiz, caule e casca) devem ser cozidas. Também, no estado 

do Rio Grande do Sul muitas plantas são colocadas no chimarrão e tomadas 

diariamente. Os xaropes, preparados no inverno, são usados principalmente para 

tosse, gripe e bronquite. Já dentre as alcoolaturas, destaca-se uma mistura de 

cachaça com grande quantidade de ervas que é preparado para uso tópico e usado 

em machucados, contusões, dores musculares, inflamações, dores reumáticas e 

outras enfermidades (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005). 

O perfil da população que faz uso de plantas medicinais inclui principalmente 

pessoas de baixa renda e escolaridade, com acesso dificultado aos medicamentos 

alopáticos. A maioria dos usuários envolvidos nos estudos relata ter aprendido sobre 

plantas com seus ascendentes e demais familiares ou pessoas do convívio social. 

Assim, a preservação da sabedoria popular é importante, como uma forma de 

proteger o conhecimento das comunidades (SCHULTES, 1988). Entretanto, 

constatam-se perdas de conhecimento tradicional associado à biodiversidade 

brasileira e conseqüente diminuição do número de espécies empregadas para 

tratamento das enfermidades. Isso se deve à redução das áreas naturais e a 

desvalorização dos saberes tradicionais pelas novas gerações, associados ao 

crescente acesso à medicina convencional (AMOROZO, 2002). 

Esse conhecimento popular a respeito das propriedades terapêuticas das 

plantas é um requisito essencial para a transformação da planta medicinal em um 
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produto fitoterápico. Por isso, a pesquisa com plantas medicinais tem sido e continua 

a ser considerada uma alternativa importante na busca de novas drogas com 

propriedades terapêuticas. Logo, a ampliação da produção científica referente a 

plantas medicinais é de grande importância, pois desta forma poderá ser criada uma 

base científica para a prescrição de drogas vegetais em que a eficácia e toxicidade 

possam ser previstas e posteriormente avaliadas, além da implantação de 

avaliações farmacológicas e metodologias para o controle de qualidade (CALIXTO, 

2000). Além disso, há pouca difusão e divulgação desses resultados obtidos para a 

população em geral e consumidora, tornado urgente à difusão desses 

conhecimentos, principalmente no sentido de informar e alertar sobre os possíveis 

males causados por determinadas plantas ou grupos vegetais à população 

(AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007). 

 

 

1.2.1 Família Solanacea: Solanum guaraniticum  

 

 

A família Solanaceae A. Juss é uma das maiores famílias vegetais das 

plantas angiospérmicas e compreende cerca de 93 gêneros e 2.300 espécies com 

distribuição cosmopolita, tendo a América do Sul como um dos principais centros de 

diversidade e endemismo (HUNZIKER, 2001, MIZ, 2006). Diversas espécies 

possuem grande importância econômica, agrícola e farmacêutica, sendo algumas 

alimentícias, tais como: Solanum tuberosum L. (batata-inglesa), Solanum melongena 

L. (berinjela), Lycopersicum esculentum L. (tomate), Capsicum anuum L. (pimentão), 

além de outras de interesse regional e ornamental como Petunia axillaris e Petunia 

violácea (petúnias). Outras espécies são conhecidas por seus produtos naturais com 

propriedades farmacológicas e tóxicas que desempenham grande importância na 

medicina e na produção de drogas terapêuticas (RODDICK, 1991).  

Da família Solanaceae, o gênero Solanum L. está amplamente distribuído em 

todas as regiões do mundo, compreendendo mais de 1400 espécies (BOHS, 2005) 

sendo que a maioria ocorre na América do Sul, principalmente ao longo da 

Cordilheira dos Andes e da costa do Pacífico (HUNZIKER, 2001). Os representantes 

nativos deste gênero são ervas, arbustos, árvores ou lianas, distribuídos em 

diversas formações vegetais, tanto campestres quanto florestais, sendo muito 
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comuns na borda de florestas e locais alterados, como margens de estradas 

(MENTZ; OLIVEIRA, 2004). 

De modo geral, as espécies do gênero Solanum apresentam uma variedade 

grande de saponinas esteroidais e glicoalcalóides, os quais atuam promovendo a 

resistência natural destas plantas contra as pragas (OLIVEIRA et al., 2006) e a 

indústria farmacêutica utiliza tais produtos do metabolismo secundário como fonte de 

substâncias ativas. Por exemplo, os alcalóides esteroidais encontrados em Solanum 

são utilizados na produção de esteróides farmacêuticos e também se mostram 

relacionados com compostos antitumorais e com agentes que auxiliam contra a 

esquistossomíase (RODDICK, 1991; SILVA; AGRA; BHATTACHARYYA, 2005). 

Além dos alcalóides, os compostos fenólicos constituem um dos grupos de 

substâncias frequentes em espécies desse gênero (ARAÚJO et al., 2010; SILVA et 

al., 2003). 

Esse gênero é bem representado no Brasil e amplamente distribuído do norte 

ao sul em diversas regiões fitogeográficas. Muitas dessas espécies são endêmicas 

do país e bem representadas na região nordeste onde se encontram 

aproximadamente 80 espécies. No Rio Grande do Sul foram registradas 61 espécies 

nativas de Solanum (MENTZ et al., 2007). Cerca de 20 dessas espécies de Solanum 

são amplamente usadas na medicina popular, tanto regional quanto nacional, 

conhecidas como Jurubeba e utilizadas sem distinção. Tal denominação é derivada 

do tupi-guarani “Yuru’peeba”, que significa papagaio achatado, sendo uma alusão 

aos espinhos amarelos, achatados e curvos semelhantes a bicos de papagaios, 

comuns em varias espécies do gênero Solanum (JOLY, 1987). Segundo Correa, 

Batista, Ovinhes (2003) essas plantas apresentam atividade farmacológica e tóxica e 

são utilizadas nas afecções hepáticas, das vias biliares, dispepsia, quadros febris, 

astenia, ulceras pépticas, anemias carenciais e diabetes mellitus, possuindo ainda, 

atividade diurética. As folhas são utilizadas em cataplasmas, como cicatrizantes, 

porém, deve-se evitar uso prolongado, pois em sua composição estão alcalóides e 

esteróides, isopirubidina, panicutomina A e B, isopaniculidina, alquilaminas, 

saponinas (jurubina) e substâncias resinosas. 

Entretanto, a Farmacopéia Brasileira descreve a espécie Solanum 

paniculatum L. como a “jurubeba verdadeira” (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1929). 

Essa espécie é a mais amplamente distribuída no país, acompanhando a costa 

Atlântica do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, em todas as formações 
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vegetais (Figura 3). É exclusiva da América do Sul, sendo encontrada também no 

Paraguai e Argentina (NEE,1999). Essa espécie tem sido extensamente estudada 

devido a seus efeitos protetores hepáticos e propriedades gástricas anti-secretórias 

(COMISSÃO GEOGRÁFICA E GEOLOGIA, 1972). De fato, estudos prévios em 

camundongos apresentaram uma associação direta da atividade antiúlcera dos 

extratos metabólicos de S. paniculatum com a atividade anti-secretora do suco 

gástrico, validando o uso folclórico da planta para o tratamento de doenças gástricas 

(MESIA-VELA et al, 2002). Também, extratos de todas as partes da planta têm sido 

mencionados como antiviral (VALADARES et al., 2009), antiinflamatório 

(ENDRINGER et al., 2010), antioxidante (RIBEIRO et al., 2007), diurético e 

hepatoprotetor (AGRA et al.,  2007). Do ponto de vista químico, são encontrados 

saponinas e alcalóides, cujos compostos apresentam algum efeito tóxico (MIZ, 

2006).  

 

 

 

 

Figura 3 – Solanum guaraniticum (A) e Solanum paniculatum (B). 

 
Fonte: adaptado de MOREIRA; BRAGANÇA, 2010.  

 

 

A espécie Solanum guaraniticum A. St-Hil (sinônimo: Solanum fastigiatum var. 

acicularium Dunal), ocorre no Paraguai, Uruguai, Argentina e no Brasil nos estados 
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de Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande 

do Sul (Figura 4). É utilizada na farmacopéia popular em substituição à verdadeira 

jurubeba, no entanto têm sido registrados casos de intoxicação em bovinos que 

ingeriram partes da planta (MOREIRA; BRAGANÇA, 2010). De fato, essa planta se 

apresenta no Uruguai e no sul do Brasil como um arbusto que atinge cerca de um 

metro de altura, com folhas largas e flores brancas, de forma invasora das 

pastagens e terrenos abandonados, podendo afetar o sistema nervoso central de 

bovinos após o consumo de grande quantidade da planta, causando crises tipo 

epileptiformes, com perda de equilíbrio, quedas e tremores musculares 

(PAULOVICH et al., 2002; RIET-CORREA et al, 1983). Além disso, em outros 

países, as espécies S. fastigiatum var fastigiatum (DE BARROS et al., 1987; RIET-

CORREA et al, 1983;), S. bonariensis (VERDES et al., 2006) e S. dimidiatum 

(MENZIES; BRIDGES; BAILEY, 1979) também causam dano neuronal em bovinos, 

sugerindo que outras espécies dessa família possam apresentar sérios efeitos 

tóxicos. 

 

 

 

 

Figura 4 – Distribuição geográfica das espécies Solanum paniculatum (A) e Solanum 

guaraniticum (B) no Brasil. 

 
Fonte: adaptado de STEHMANN et al., 2013. 
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Em outros estudos envolvendo animais, o extrato de S. fastigiatum 

apresentou efeito hepatoprotetor, reduzindo o nível das transaminases e 

aumentando a atividade das enzimas antioxidantes em modelo de dano hepático 

induzido por paracetamol. Também apresentou efeito antioxidante em tecidos 

hepático e cerebral expostos a agentes oxidantes sob condições in vitro (SABIR; 

ROCHA, 2008). Um estudo de toxicidade aguda conduzido em camundongos 

demonstrou que S. fastigiatum é relativamente não-tóxica quando administrado em 

camundongos por dois dias consecutivos, já que a DL50 calculada foi maior do que 

4g/kg (valor máximo testado). Entretanto, houve um pequeno aumento das enzimas 

hepáticas na mais alta dose testada, sugerindo que o uso da planta em humanos 

deve ser acompanhado de uma delicada e cuidadosamente conduzida curva dose-

resposta (SABIR; ROCHA, 2008).  

Assim, apesar de evidências de toxicidade hepática e neuronal de algumas 

espécies da família Solanaceae, essas plantas são comumente vendidas no Brasil 

por pessoas não informadas e utilizadas muitas vezes em substituição à verdadeira 

jurubeba, que já tem seus efeitos farmacológicos reconhecidos.  

 

 

1.2.2 Família Myrtaceae: Syzygium jambos  

 

 

A família Myrtaceae é nativa nos trópicos, particularmente na América tropical 

e Austrália. Compreende 75 gêneros e em torno de 3000 espécies (HUTCHINSON, 

1960). Dentre esses, o gênero Syzygium Gaertn (sinônimo Eugenia) tem sido 

bastante reportado por seus diferentes usos medicinais. Syzygium cumini, Syzygium 

aromaticum e Syzygium jambos são as espécies mais estudadas 

farmacologicamente e têm sido recomendadas para o tratamento de hemorragia, 

desordens gastrointestinais (CRUZ, 1979; MOREIRA, 1978), diabetes (KELKAR; 

KAKLIJ, 1996; PRINCE; MENON; PARI, 1998) e inflamação (CHAUDHURI, et al. 

1990; KIM et al., 1998; MURUGANANDAN et al., 2001). Também tem sido usadas 

como sedativos e anticonvulsivantes (DE LIMA et al., 1998), antihipertensivos 

(BHARGAVA; WESTFALL; SIEHR, 1968), inibidores da liberação de histamina (KIM 

et al., 1998) e antimicrobiano (DJADJO DJIPA; DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 

2000).  
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No Brasil, tanto Syzygium cumini (sin. Syzygium jambolanum; Eugenia 

jambolana) e Syzygium jambos (sin. Eugenia jambos L.) são conhecidos pelo nome 

comum de Jambolão, podendo ser encontrados em diversos estados incluindo 

Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo e Rio Grande do Sul (BRAGANÇA, 1996) 

(Figura 5). A casca, o fruto, a semente e a folha dessa planta, são freqüentemente 

utilizadas no tratamento do diabetes mellitus e administrados de diferentes formas 

(PEPATO et al., 2001). A mais comum é o consumo de uma decocção ou infusão 

preparada com as folhas em água (2,5g de folhas secas/L aproximadamente, 

variando de 0,2 a 6 g/L) na quantidade de 1 litro por dia, em substituição à água 

(TEIXEIRA et al, 1992). 

 

 

 

 

Figura 5. Syzygium jambos (A) e Syzygium cumini (B).  

 
Fonte: adaptado de FUNDAÇÃO DE AMPARO A PESQUISA E AO DESENVOLVIMEENTO 

CIENTÍFICO E TECNOLÓGICO DO MARANHÃO, 2011; PLANTS OF HAWAII, 2005.  

 

 

Embora estudos em indivíduos normoglicêmicos não tenham apontado 

alterações de glicemia pelos chás preparados com folhas de S. cumini e S. jambos 

(TEIXEIRA et al, 1990; 2000), estudos em animais já descreveram efeito 

hipoglicemiante dos extratos (KEDAR; CHAKRABARTI, 1983; RATSIMAMANGA et 

al., 1973; RAVI et al., 2004; SHARMA et al., 2006). Ainda há o relato de controle da 
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glicemia de três pacientes diabéticos, de um total de sete, que usaram semente de 

E. Jambolana por 70 dias (SEPAHA; BOSE, 1956).  

Além disso, particularmente as folhas de S. jambos também são utilizadas na 

medicina popular como digestivas e antiinflamatórias, e algumas preparações de 

extrato já demonstraram efeitos analgésico, antiinflamatório, além de hepato e 

gastro protetor e hipotensor em diversos modelos experimentais (D´AVILA-PENA, 

2007; DONATINI et al. 2009; ISLAM, PARVIN, ISLAM, 2012; ROMERO, 1995; 

SLOWING; CARRETERO; VILLAR, 1994).  

Devido à sua rica composição em compostos fenólicos e flavonóides, a 

atividade antioxidante do jambolão também é reportada com frequência na literatura, 

em modelos in vivo e in vitro (DE BONA et al., 2011; ISLAM, PARVIN, ISLAM, 2012; 

JAYASINGHE, 2007; PRINCE; MENON; PARI, 1998).  

 

 

 

 

Figura – 6. Distribuição geográfica das espécies Syzygium cumini (A) e Syzygium 
jambos (B) no Brasil.  
 
Fonte: adaptado de SOBRAL et al., 2013.  
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1.3 Toxicidade de plantas medicinais 

 

 

O uso tradicional de diversas plantas medicinais baseados em conhecimentos 

populares, aliado à “naturalidade inócua” atribuída às espécies vegetais, fez com 

que poucas plantas medicinais fossem avaliadas através de estudos pré-clínicos e 

clínicos, a fim de comprovar sua eficácia e segurança (TUROLLA, 2006). Em todo o 

mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de alguma maneira quanto ao seu 

emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos 

aspectos fitoquímicos e farmacológicos (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 

2003). Entretanto, diversos estudos têm reportado um grande número de espécies 

vegetais usadas como alimento, ingredientes ou na medicina tradicional com 

propriedades mutagênicas, carcinogênicas e tóxicas (DÉCIGA-CAMPOS et al, 2007; 

FERREIRA; VARGAS, 1999; MOHD-FUAT; KOFI; ALLAN, 2007).  

Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, 

a toxicidade de plantas medicinais e fitoterápicos pode parecer trivial. Contudo, esse 

é um problema sério de saúde pública já que efeitos adversos como possíveis 

adulterações e toxidez, bem como a ação sinérgica (interação com outras drogas) 

ocorrem comumente (VEIGA Jr., PINTO, MACIEL, 2005). Também se deve 

considerar o aumento do risco de toxicidade humana especialmente quando as 

plantas são utilizadas em idades extremas, durante a gravidez ou na presença de 

doenças crônicas que interferem no metabolismo (PINN, 2001). A utilização 

inadequada de um produto vegetal, mesmo de baixa toxicidade, pode induzir 

problemas graves desde que existam outros fatores de risco tais como contra-

indicações ou uso concomitante de outros medicamentos (AMORIM et al., 2007; 

COELHO, 1998; CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005;).  

Toda planta medicinal deve ser considerada um agente xenobiótico, ou seja, 

um composto estranho ao organismo humano, que apresenta produtos de 

biotransformação potencialmente tóxicos. Assim, seu consumo não possui somente 

efeitos imediatos e facilmente correlacionados com sua ingestão, mas também 

efeitos que se instalam em longo prazo e de forma assintomática, podendo levar a 

um quadro clínico severo, algumas vezes fatal (LAPA et al., 2004).  

Além disso, os medicamentos tradicionais estão cada vez mais sendo usados 

fora dos limites das culturas tradicionais e muito além das áreas geográficas 
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tradicionais, sem o conhecimento adequado da sua utilização e os princípios 

subjacentes. Isso faz com que esses “remédios naturais” sejam usados em 

diferentes doses, extraídos de maneiras diferentes e utilizados para indicações não 

tradicionais. Ainda, o uso concomitante com outros medicamentos alopáticos, que 

hoje é bastante freqüente, é completamente fora do contexto tradicional e tornou-se 

uma preocupação de segurança especial (WHO, 2004). O aproveitamento adequado 

dos princípios ativos de uma planta exige o preparo correto, ou seja, para cada parte 

a ser usada, grupo de princípio ativo a ser extraído ou doença a ser tratada, existe 

formas de preparo e uso mais adequados (ARNOUS, SANTOS, BEINNER, 2005), 

entretanto, muito freqüentemente os produtos derivados de plantas são usados de 

maneira não padronizada (GURIB-FAKIM, 2006). 

No Brasil, no ano de 2010, 1.377 casos de intoxicação humana por plantas 

foram registrados pelo Sistema Nacional de Informações Toxicológicas (SINITOX), 

sendo que a Região Sul foi responsável por 24% destes casos. Nessa região, a 

maioria das intoxicações ocorre na zona urbana e de forma de acidental. Também, é 

de extrema importância a observação de que 50% dos casos ocorrem com crianças 

de 1 a 4 anos e que, considerando crianças de 1 a 9 anos, esse número aumenta 

para 65% (SINITOX, 2013). 

De modo geral, os efeitos colaterais são poucos na utilização dos 

fitoterápicos, desde que utilizados na dosagem correta. A maioria dos efeitos 

colaterais conhecidos, registrados para plantas medicinais, estão relacionados a 

diversos problemas de processamento, tais como identificação incorreta das plantas, 

necessidade de padronização, prática deficiente de processamento, contaminação, 

substituição e adulteração de plantas, preparação e/ou dosagem incorretas 

(CALIXTO, 2000; WHO, 2004). Por exemplo, tem sido reportado danos hepáticos 

agudos como hepatites, com plantas contendo alcalóides pirrolizidínicos, 

principalmente envolvendo plantas como a cavalinha (Teucrium chamaedrys L.), 

confrei (Symphytum offi cinale L.), valeriana (Valeriana offi cinalis L.), escuteária 

chinesa (Scutellaria ser baicalensis Georgi) ou aloe vera (Aloe barbadensis Mill.) 

(CAPASSO et al., 2000; LANGMEAD; RAMPTON, 2001), demonstrando a 

importância de estudos que investiguem as possíveis propriedades tóxicas das 

espécies vegetais tradicionalmente consumidas.  
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1.4 Estresse oxidativo 

 

 

Estresse oxidativo é um termo que denota um desequilíbrio entre a produção 

de oxidantes e os respectivos sistemas de defesa de um organismo (HALLIWELL; 

GUTTERIGDE, 1999). Os agentes oxidantes englobam Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs), Espécies Reativas de Nitrogênio (ERNs) e vários outros que 

podem ser gerados a partir de processos como, por exemplo, radiação ionizante, 

reações químicas ou enzimáticas (ABUJA; ALBERTINI, 2001). As espécies 

radicalares, conhecidas como Radicais Livres são moléculas ou fragmentos de 

moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados (SLATER, 1984) que, 

juntamente com as espécies não-radicalares, são altamente reativas a outras 

biomoléculas como lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos (POLI et al., 2004). As 

principais EROs distribuem-se em dois grupos, as radicalares: superóxido (O2•
-), 

hidroxila (OH•), peroxila (ROO•) e alcoxila (RO•); e as não-radicalares: oxigênio 

singlete (lO2), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o ácido hipocloroso (HOCl) (SIES, 

1997).  

De acordo com a definição clássica, antioxidantes são moléculas que, quando 

presente em baixas concentrações comparadas a de um substrato oxidável, 

retardam ou inibem significativamente a oxidação desse substrato (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1999). O corpo humano possui um complexo sistema de defesa 

antioxidante que inclui antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. O sistema 

antioxidante enzimático é representado, principalmente, pelas enzimas 

antioxidantes: superóxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), catalase (CAT, E.C. 

1.11.1.6) e glutationa peroxidase (GPx, E.C. 1.11.1.9), que constituem a primeira 

defesa endógena de neutralização das EROs.  

A SOD é uma metaloenzima, abundante nas células aeróbias e uma das 

defesas antioxidantes mais efetivas (VALKO et al., 2006). Cabe à SOD catalisar a 

reação de dismutação do ânion radical superóxido (O2•-) a peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e oxigênio molecular (O2) (McCORD; FRIDOVICH, 1969). O H2O2 é menos 

reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como CAT ou GPx (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2000). A CAT é uma hemeproteína que catalisa a redução do H2O2 a 

água (H2O). Está presente em maiores quantidades no sangue, medula óssea, 

mucosas, rim e fígado e no interior nos peroxissomas (VASCONCELOS et al, 2007). 
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Já a GPx age catalisando a redução do peróxido de hidrogênio e peróxidos 

orgânicos para seus correspondentes alcoóis às custas da oxidação da glutationa 

(VALKO et al., 2006) (Figura 7).  

 

 

 

 

Figura 7 – Mecanismos de ação antioxidante enzimático. 
 
Fonte: NORDBERG; ARNER, 2001. 

 

 

Os antioxidantes não-enzimáticos podem ser divididos em compostos 

produzidos in vivo, como a glutationa (GSH), a ubiquinona e o ácido úrico, e em 

compostos obtidos diretamente da dieta, como as vitaminas E, C, β-caroteno, 

flavonóides, dentre outros (VASCONCELOS et al., 2007). A GSH está presente na 

maioria das células, podendo estar livre ou ligada a proteínas, sendo o tiol (-SH) 

mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é determinada pelo 

grupamento –SH reativo de sua cisteína, o qual também pode ser encontrado em 

proteínas (tióis proteicos - PSH) ou em tióis de baixo peso molecular (tióis não 

proteicos - NPSH), como a cisteína (REISCHL et al., 2007). O papel protetor da GSH 

contra a geração do estresse oxidativo se deve à direta detoxificação de EROs, a 
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participação como cofator para outras enzimas antioxidantes como a GPx, bem 

como a redução de outros antioxidantes à sua forma ativa (ARTEEL; SIES, 2001). 

Em condições normais, há um equilíbrio entre as reações que envolvem os 

oxidantes e os antioxidantes, sendo mantidas as condições de vida. Entretanto, 

vários processos patológicos como doenças cardiovasculares, doenças 

neurodegenerativas, câncer, diabetes melito, hipertensão arterial, obesidade, assim 

como o processo de envelhecimento e intoxicação por xenobióticos rompem esse 

balanço entre a formação e neutralização de pró-oxidantes ao aumentar a proporção 

de espécies reativas em relação às defesas antioxidantes disponíveis (DALLE-

DONNE et al., 2006; GIULIANO; CERIELLO; PAOLISSO, 1996; PICONI; 

QUAGLIARO; CERIELLO, 2003).  

Nesse sentido, há uma variedade de biomarcadores que podem ser usados 

para indicar danos causados pelo estresse oxidativo às macromoléculas, como por 

exemplo, medidas da oxidação de lipídeos (lipoperoxidação) e de proteínas 

(carbonilação de proteínas) (HWAN; KIMB, 2007). O processo de lipoperoxidação, 

resultado do ataque de espécies reativas aos lipídios das membranas, forma 

diversos produtos secundários. Esses produtos são principalmente aldeídos, com a 

habilidade de aumentar o dano oxidativo (UCHIDA, 2000) e, entre eles, o principal e 

mais estudado é o malondialdeído (MDA) cuja concentração tem sido utilizada para 

estimar a intensidade da peroxidação lipídica em sistemas biológicos, em células e 

tecidos (BONNES; GUÉRIN, 1992). 

 

 

1.5 Plantas medicinais e estresse oxidativo 

 

 

Estudos epidemiológicos têm mostrado que dietas ricas em frutas e verduras 

estão associadas a uma menor incidência de doenças crônicas e degenerativas 

(GAZIANO et al., 1995; GAZIANO, 1996; HARTMAN et al., 2006; JOHN et al., 2002;  

ZIBADI et al., 2007). Um dos principais aspectos relacionados ao efeito protetor 

desses alimentos é o fato de alguns produtos naturais com atividade antioxidante 

poderem ser úteis no auxílio do sistema protetor endógeno, podendo ser utilizados 

como nutracêuticos (KANTER, 1998). Dentre eles, os antioxidantes presentes em 

extratos de espécies vegetais, vêm atraindo cada vez mais a atenção dos 
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consumidores e pesquisadores (DECKER, 1997). Os principais antioxidantes nos 

vegetais são as vitaminas C e E, os carotenóides e os compostos fenólicos, 

especialmente os flavonóides. Esses antioxidantes inativam radicais livres e inibem 

a cadeia de iniciação ou interrompem a cadeia de propagação das reações 

oxidativas promovidas pelos radicais (PODSEDEK, 2007).  

Além da ingestão de frutas e vegetais, recomendados como fontes de 

compostos antioxidantes, acredita-se que a suplementação da dieta com ervas, 

contendo altas concentrações de compostos capazes de neutralizar radicais livres, 

tenha também efeitos benéficos (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005). Embora as 

plantas medicinais sejam raramente utilizadas como antioxidantes na medicina 

tradicional, suas características terapêuticas poderiam ser sustentadas devido, em 

parte, à sua capacidade varredora de radicais livres que podem estar envolvidos em 

muitas doenças (SPENCER et al., 1988). Os extratos de ervas aromáticas, uvas e 

citros estão entre as principais fontes de antioxidantes naturais estudadas e, apesar 

da grande quantidade de trabalhos desenvolvidos, muito do potencial existente 

permanece inexplorado (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).  

Os fitoquímicos são classificados como compostos bioativos provenientes de 

diferentes partes das plantas, tais como, sementes, cereais, vegetais, frutos, folhas, 

raízes, especiarias e ervas (RAMARATHNAM et al., 1995). Englobam carotenóides 

(α-caroteno, β-caroteno, β-criptoxantina, luteína, zeaxantina, astaxantina e licopeno); 

compostos fenólicos: ácidos fenólicos (ácidos hidroxibenzóicos e ácidos 

hidroxicinâmicos), flavonóides (flavonóis, flavonas, flavanóis, flavanonas, 

antocianidinas e isoflavonóides), estibenos, cumarinas e taninos; alcalóides; 

compostos azotados (derivados da clorofila, aminoácidos e aminas) e compostos 

organossulforados: (isotiocianatos, indoles, compostos de enxofre alílicos) (HALL; 

CUPPETT, 1997). Dentre esses, os mais estudados são os compostos fenólicos e 

os carotenóides (Figura 8). 
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Figura 8 - Principais classes de fitoquímicos naturais. 

 
Fonte: FERREIRA; ABREU, 2007 

 

 

Os compostos fenólicos são os antioxidantes mais ativos e mais 

freqüentemente encontrados nos vegetais. Apresentam em sua estrutura vários 

grupos benzênicos característicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas 

(HERNÁNDEZ; PRIETO GONZÁLES,1999), sendo que os átomos de hidrogênio dos 

grupos hidroxila adjacentes e as duplas ligações dos anéis benzênicos garantem a 

esses compostos sua alta atividade antioxidante. Por apresentarem ressonância 

após atuarem no combate aos radicais livres, os compostos fenólicos possuem uma 

determinada estabilidade, que os permite reter o elétron desemparelhado sem 

causar danos às estruturas celulares (SOARES, 2002). 

Essa classe de compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em 

flavonóides (polifenóis) e não-flavonóides (fenóis simples ou ácidos). (HRAZDINA; 

BORZEL; ROBINSON, 1970; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Os 
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flavonóides apresentam-se sob muitas variações como flavonóis, flavonas, 

flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas. Suas principais 

fontes são: café, cebola, maçã, uva, cerveja, vinho tinto e especialmente chá, que 

contém, sobretudo, catequinas em sua composição (GRAHAM, 1992; VAN 

ACQUIRE, 1996). A ação antioxidante dos flavonóides baseia-se na inativação dos 

radicais livres, nos compartimentos celulares lipofílico e hidrofílico, devido a sua 

capacidade de doar átomos de hidrogênio e, portanto, inibir as reações em cadeia 

provocadas pelas espécies reativas. Os flavonóides mais investigados são: a 

quercetina, a miricetina, a rutina e a naringenina. (ARORA; MURALEEDHARAN; 

STRASBURG, 1998; HARTMAN, SHANKEL, 1990) (Figura 8).  

 

 

 

 

Figura 9 - Estrutura básica dos flavonóides. 

 
Fonte: DORNAS et al., 2007. 

 

 

Estudos demonstram que os flavonóides são responsáveis pela inibição de 

oxidação do ácido linolêico, oxidação de LDL, peroxidação de fosfolipídeos da 

membrana, peroxidação lipídica microssomal e mitocondrial, peroxidação de 

eritrócitos e fotoxidação e peroxidação de cloroplastos (ANILA; VIJAYALAKSHMI, 

2003). Mais especificamente, a (-)-epicatequina e a rutina apresentaram atividade 

antioxidante sobre o íon OH· superior ao antioxidante manitol, um conhecido 

seqüestrador de radicais hidroxila (HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994). Já 
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miricetina, quercetina e rutina foram mais efetivos do que a vitamina C na inibição 

dos danos oxidativos induzidos pelo H2O2 no DNA de linfócitos humanos 

(NOOROZI; ANGERSON; LEAN; 1998). Entretanto, a quercetina, flavonóide mais 

abundante encontrado no vinho tinto, pode reagir com ferro e tornar-se um pró-

oxidante (GASPAR et al., 1993), demonstrando que, apesar de poderem inibir os 

processos de oxidação em certos sistemas, não significa que os  compostos 

fenólicos possam proteger as células e os tecidos de todos os tipos de danos 

oxidativos, pois podem apresentar atividade pró-oxidante em determinadas 

condições (DECKER, 1997). 

Dentre os compostos não-flavonóides temos os derivados dos ácidos 

hidroxicinâmico (ésteres dos ácidos caféico, cumárico e felúrico) que estão 

presentes em alimentos como maçã, pêra, cereja e damasco, e hidroxibenzóico 

(ácidos salicílico, gálico, elágico, protocatéico e vanílico) que são encontrados em 

morango, uva, laranja, limão e tangerina (BELITZ; GROSCH, 2004). Sua atividade 

antioxidante está relacionada com a posição dos grupos hidroxilas presente na 

estrutura (HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970). 

Apesar de diversos estudos já terem evidenciado que antioxidantes 

exógenos, obtidos dos alimentos e vegetais, são essenciais para a resistência ao 

estresse oxidativo (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007), essa 

constatação, no entanto, não garante a sua inocuidade e requer estudos 

toxicológicos sobre estes compostos fitoquímicos (MELO; GUERRA, 2002). A 

aplicação farmacológica desses agentes pode interferir em mecanismos celulares, 

incluindo as alterações de atividade enzimática e estrutura de membranas. Assim, o 

uso de antioxidantes na prevenção e modulação das conseqüências patológicas dos 

radicais livres precisa de definição de doses e de protocolos de tratamento, sendo 

necessários mais estudos sobre o mecanismo de ação desses agentes antes da sua 

prescrição em larga escala (BIANCHI; ANTUNES, 1999). 

 

 

1.6 Eritrócitos 

 

 

Nos mamíferos, os eritrócitos (RBCs) não possuem núcleo, mitocôndria, 

lisossomos e complexo de Golgi. Contudo, sua simplicidade estrutural e funcional os 
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torna um modelo in vitro conveniente para estudar a interações 

oxidantes/antioxidantes (SADOWSKA-WODA et al., 2010). Devido ao fato de serem 

células carregadoras de oxigênio, estão constantemente expostos a danos 

oxidativos. Isso porque, o oxigênio carreado pela hemoglobina atua como oxidante, 

produzindo derivados reativos como o radical livre superóxido e o peróxido de 

hidrogênio, o qual pela reação com o ferro forma o radical hidroxila que é altamente 

reativo (CALDIN et al., 2005). 

Ainda, sua membrana é rica em ácidos graxos poliinsaturados, que são 

extremamente suscetíveis a peroxidação mediada por radicas livres além de ser 

considerada uma boa representante das membranas plasmáticas em geral (SHIVA 

SHANKAR REDDY et al., 2007). Os resultados da peroxidação lipídica podem ser, 

por exemplo, danos estruturais na membrana e a geração de produtos oxidados, 

sendo que alguns destes produtos são quimicamente reativos e têm a capacidade 

de modificar macromoléculas (MONTINE et al., 2004). A maioria das metodologias 

utilizadas para avaliar a magnitude de peroxidação lipídica mede a formação de 

produtos gerados desse processo e um dos métodos mais utilizados é a verificação 

da formação do malondialdeído (MDA) através da sua reação colorimétrica com o 

ácido tiobarbitúrico (TBA) (AUGUSTO, 2006). Outro método bastante utilizado, o 

teste da hemólise oxidativa, monitora espectrofotometricamente a quantidade de 

hemoglobina liberada no solvente quando as células vermelhas se rompem devido 

ao comprometimento estrutural de sua membrana causado pela ação das EROs 

(TEDESCO et al., 2000). 

Portanto, a ação dos radicais livres nos eritrócitos pode levar a uma série de 

alterações, como formação de lipoperóxidos, redução da deformabilidade, mudanças 

na morfologia, fragmentação de proteínas, hemólise e alterações no metabolismo 

intracelular (BEGUN; TERAO, 2002; SATO et al., 1995). Para conter esse processo, 

o eritrócito apresenta vários sistemas enzimáticos que mantêm o estado normal da 

célula como, por exemplo, a meta-Hb redutase, SOD Cu-Zn dependente, a catalase, 

GSH-Px e a glutationa redutase que apresentam cooperação sinérgica para manter 

os níveis de espécies reativas de oxigênio dentro dos níveis fisiológicos (HARRIS, 

1991, MAGALHÃES, 2009).  

Além disso, os eritrócitos humanos são células abundantes e podem ser 

obtidos durante procedimentos pouco invasivos, sustentando o seu uso em modelos 

de estudo in vitro.  
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1.7 Linfócitos 

 

 

Os linfócitos são as células imunocompetentes que auxiliam os fagócitos na 

defesa do organismo contra a infecção e outras invasões. Estas células são de vital 

importância nas funções do sistema imunológico como a capacidade de gerar 

especificidade antigênica e o fenômeno da memória imunológica. Morfologicamente, 

são células simples e completamente desprovidas de granulações citoplasmáticas, 

recebendo também o nome de agranulócitos. Originam-se de células indiferenciadas 

da medula óssea, passando por poucas fases intermediárias até a célula madura. As 

células maduras são encontradas no sangue circulante em porcentagem que varia 

em condições fisiológicas (idade, sexo) ou patológicas (estímulo antigênico, 

proliferações benignas e malignas). Além disso, são encontradas também nos 

órgãos linfoides primários (medula óssea e timo) e secundários (linfonodos e baço). 

De modo geral, correspondem a cerca de 30% das células circulantes no sangue 

sendo que em esfregaços de baço atingem cifras superiores a 90% (HOFFBRAND; 

PETTIT; MOSS, 2004; VERRASTRO; LORENZI; WENDEL NETO, 1996). 

 Os linfócitos provenientes do baço de animais de laboratório são 

células bastante utilizadas em testes de citotoxicidade com a vantagem de serem 

facilmente obtidas e em grandes quantidades. Nesse sentido, alguns testes in vitro 

podem ser realizados a fim de se determinar a viabilidade celular após a exposição 

dessas células a substâncias tóxicas, com propósito de avaliações preliminares. 

Dentre os ensaios de viabilidade mais utilizados estão os teste do brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), vermelho neutro e azul tripan, que 

empregam o uso de corantes vitais, e a avaliação da liberação da enzima lactato 

desidrogenase (LDH).  

O MTT é um sal tetrazólico solúvel em água que é convertido a cristais de 

formazan insolúveis de cor roxa através da clivagem do anel tetrazólico pela enzima 

succinato desidrogenase no interior da mitocôndria. Assim, a quantidade de 

formazan formado é diretamente proporcional ao número de células viáveis 

(MOSSMANN, 1983). Além disso, considerando que o MTT somente pode ser 

clivado pelas enzimas ativas presentes nas mitocôndrias das células viáveis, esse 

teste também pode ser usado para monitorar a ativação e/ou proliferação celular 

(GERLIER; THOMASSET, 1986).  
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O teste de azul trypan é baseado na habilidade de as células vivas 

expulsarem esse corante vital, sendo que a sua absorção pelas células é indicativo 

de dano irreversível na membrana que precede a morte celular. Assim, as células 

que apresentam danos nas membranas apresentam-se na cor roxa, enquanto que 

células saudáveis apresentam-se translúcidas. Além de detectar efeitos citotóxicos, 

esse teste é geralmente utilizado para quantificar a redução na porcentagem de 

células viáveis (CHAROENPORNSOOK; FITZPATRICK; SMITH, 1998; MINERVINI; 

FORNELLI; FLYNN, 2004).  

Já o teste do vermelho neutro baseia-se no fato de que as células vivas 

apreendem o corante vital vermelho neutro, que fica incorporado no interior dos 

lisossomas, fixando-se por ligações eletrostáticas hidrofóbicas em sítios aniônicos 

na matriz lisossomal. Assim, é possível distinguir entre as células vivas e danificadas 

ou mortas pela medida de intensidade de cor da suspensão celular, já que danos 

nas membranas resultam em decréscimo de captura e ligação do vermelho neutro 

(CIAPETTI et al., 1996). Desse modo, o teste do vermelho neutro é uma ferramenta 

útil para detectar dano lisossomal quando usado em conjunto com outros testes que 

permitam distinguir danos na membrana plasmática e dano em organelas (FOTAKIS; 

TIMBRELL, 2006). 

O ensaio de avaliação da liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH) é 

baseado na medida da atividade da LDH no meio extracelular. A perda da LDH 

intracelular e sua liberação para o meio externo é um indicador de morte irreversível 

devido a dano na membrana celular. Confiabilidade, rapidez e simplicidade são 

características desse ensaio (DECKER; LOHMANN-MATTHES, 1988; FOTAKIS; 

TIMBRELL, 2006).  

 De modo geral, os ensaios de toxicidade são utilizados para predizer 

toxicidade humana e para avaliação preliminar geral de uma série de substâncias 

químicas (CLEMEDSON; EKWALL, 1999; SCHEERS; EKWALL; DIERICKX, 2001). 

Diferentes ensaios podem fornecer resultados distindos dependendo do agente 

testado e do teste utilizado (WEYERMANN; LOCHMANN; ZIMMER, 2005). Portanto, 

recomenda-se o uso de um conjunto de testes com diferentes finalidades a fim de 

aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos e evitar a subestimação ou 

superestimação do nível de toxicidade (KADAN, 2013). 
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1.8 Teste de letalidade da Artemia salina  

 

 

A Artemia salina L. (Artemiidae) é a larva do camarão de água salgada (brine 

shrimp), um invertebrado da fauna dos ecossistemas aquáticos, e possui de 8 a 10 

mm de comprimento. Esse crustáceo reproduz-se com facilidade e rapidez, sendo 

que seus ovos, quando secos, podem ser conservados durante anos estando 

sempre aptos a eclodirem, desde que sejam colocados em água salgada. Além da 

sua importânica na aquicultura, a A. salina tem sido utilizada como teste alternativo 

para determinar a toxicidade de produtos químicos e naturais (MCLAUGHIIN, 1991; 

BARAHONA; SÁNCHEZ-FÓRTUN, 1996; LOGARTO et al., 2001). O ensaio de 

toxicidade frente à A. salina, segundo Meyer et al. (1982), é um ensaio biológico 

rápido, de baixo custo, que não requer equipamentos especiais e que utiliza 

quantidades de amostras relativamente pequenas (MEYER et al., 1982). Nesse 

teste, o nível de toxicidade é dado através da estimativa da concentração letal média 

(valor de CL50), ou seja, a concentração da subtância teste capaz de causar morte 

da metade das larvas A. salina envolvidas no ensaio (LEWAN; ANDERSSON; 

MORALES-GOMEZ, 1992). E é considerada bioativa a substância que apresentar 

valores de CL50 menores que 1000 µg/mL, podendo então ser considerada 

potencialmente tóxica para o consumo humano (MEYER et al., 1982).  

Esse ensaio biológico tem sido utilizado como método de avaliação 

toxicológica preliminar de diversas toxinas, metais, compostos sintéticos e produtos 

de origem vegetal. Considerando-se a atual tendência de substituição dos testes 

toxicológicos em animais de laboratório, o teste de letalidade da A. salina pode ser 

uma boa alternativa na avaliação da toxicidade de plantas medicinais. De fato, 

estudos já demonstraram que há uma boa correlação entre a CL50 obtida no teste da 

A. salina e a DL50 obtida no teste de toxicidade oral aguda em camundongos. 

Baseados nessa correlação, um valor de CL50 < 10 µg/mL representa um valor de 

DL50 entre 100 e 1000 mg/kg,  CL50 < 20 µg/mL representa um valor de DL50 entre 

1000 e 2500 mg/kg e CL50 > 25 µg/mL representa um valor de DL50 entre 2500 e 

8000 mg/kg (LOGARTO et al., 2001). De fato esse teste tem sido aplicado na 

avaliação da toxicidade de diversas preparações vegetais (ASHAFA, 2013;  NGUTA;  

MBARIA, 2013; RAHMAN et al., 2013). 
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Por outro lado, o teste da A. salina também tem sido relacionado à inibição do 

crescimento de linhagens celulares de tumores sólidos, sugerindo que esse ensaio 

também possa ser útil na pesquisa de drogas com atividade antitumoral 

(ANDERSON et al., 1991; NAZIR et. al., 2013; RAJEH et al., 2012). 

 

 

 

 

Figura 10 – Larva de Artemia salina. 
 
Fonte: Adaptado de RAJEH et al., 2012. 
 

 

1.9 Teste oral de toxicidade aguda  

 

 
A avaliação da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o potencial 

de novas substâncias e produtos causar danos à saúde humana. Testes que 

avaliam a toxicidade sistêmica aguda são utilizados para classificar substâncias de 

acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade. Além da letalidade, outros 

parâmetros são investigados em estudos de toxicidade aguda sistêmica para 

identificar o potencial tóxico em órgãos específicos, identificar a toxicocinética e a 

relação-dose resposta (BLAAUBOER, 2003; PRIETO et al., 2006).  

Conceitualmente, o termo toxicidade oral aguda refere-se aos efeitos 

adversos ocorridos após a administração oral de uma única dose de uma subtância, 

ou de múltiplas doses dentro de um período de 24 horas, sendo que o cálculo da 
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dose que causa a morte de 50% dos animais envolvidos (dose letal média - DL50) é 

um dos objetivos do teste. Dessa forma, conforme o valor de DL50 obtida, as 

substâncias são classificadas em 5 categorias de nível crescente de toxicidade 

(Tabela 1). Segundo essa classificação subtâncias pertencentes à categoria 1 são 

as mais tóxicas, enquanto que substâncias pertencentes à categoria 5 são 

consideradas relativamente de baixa toxicidade aguda (UNITED NATIONS, 2011).   

 
 
Tabela 1: Categorias de avaliação de risco de toxicidade aguda 
 

Categoria Dose letal média (DL 50) 

1 5 mg/kg peso corporal 

2 50 mg/kg peso corporal 

3 300 mg/kg peso corporal 

4 2000 mg/kg peso corporal 

5 5000 mg/kg peso corporal 

 

Fonte: adaptado de UNITED NATIONS, 2011. 
 

 

Esse teste tornou-se gradativamente um teste pré-requisito para várias 

agências reguladoras, como a americana Food and Drugs Administration (FDA), 

responsável pela a aprovação de novos fármacos, aditivos alimentares, ingredientes 

cosméticos, produtos domésticos, químicos industriais e pesticidas (STAMMATI et 

al., 2005).  

Nesse sentido, os estudos de avaliação da toxicidade aguda de substâncias 

químicas, compostos químicos e naturais e até plantas medicinais seguem algumas 

diretrizes padronizadas. Dentre essas, as mais utilizadas são as propostas pela 

Organização para Cooperação Econômica e Desenvolvimento (Organization for 

Economic Cooperation and Development; OECD) (VALADARES, 2006).  

Com relação à legislação brasileira, através de um Guia Para a Realização de 

Estudos de Toxicidade Pré-clínica de Fitoterápicos, a Agência Nacional de Vigilânica 

Sanitária (ANVISA) indica alguns métodos padronizados para estudos de toxicidade 

pré-clínica para fins de registro de produtos fitoterápicos. Segundo esse documento, 

os estudos de toxicidade aguda avaliam a toxicidade dos produtos fitoterápicos ou 
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derivados vegetais após a uma dose única ou dose fracionada administrada no 

período de 24h. Devem ser empregados para o estudo animais mamíferos, sem 

características genéticas especiais, de ambos os sexos, em idade adulta e em 

grupos de, no mínimo, seis animais. A via de administração utilizada deve ser a 

mesma via proposta para o uso do produto e as doses empregadas devem ser as 

suficientes para observação dos possíveis efeitos tóxicos e estimativa da dose letal 

média (DL50). Também, deve ser observado o maior número possível de parâmetros, 

tais como alteração da locomoção, frequência respiratória, piloereção, diarréia, 

sialorréia, alteração do tônus muscular, hipnose, convulsões, hiperexcitabilidade do 

sistema nervoso central, contorções abdominais, número de animais mortos com 

possível causa de morte e respectivos exames histopatológicos, assim como 

hemograma completo e análises bioquímicas de sangue. A avaliação desses 

parâmetros deve ser realizada, durante as primeiras 24 horas, nos períodos de 0, 

15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas e, após, diariamente durante 14 dias após 

administração, prazo que pode ser ampliado dependendo do aparecimento de sinais 

de toxicidade, visando observar reversão ou não destes sinais. Ainda, desde a 24ª 

hora e até 14 dias após administração da dose, devem ser observados a variação de 

peso e o consumo de alimentos dos grupos de animais envolvidos no estudo 

(ANVISA, 2004).  

 
 

1.10 Marcadores enzimáticos 

 

 

1.10.1 Acetilcolinesterase  

 

 

O sistema colinérgico é um dos mais importantes caminhos de modulação do 

sistema nervoso central (SNC) desempenhando um papel fundamental em várias 

funções vitais, como aprendizado, memória, organização cortical do movimento e 

controle do fluxo sanguíneo cerebral (MESULAM et al., 2002). Os principais 

componentes do sistema colinérgico são: a acetilcolina (ACh), colina-

acetiltransferase, o transportador de colina, o transportador de acetilcolina vesicular, 

os receptores muscarínicos e nicotínicos e a acetilcolinesterase (AChE) (SARTER; 
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PARIKH, 2005). Além disso, estudos tem demostrado que os linfócitos possuem a 

maioria dos compontes necessários para a constituição de um sistema colinérgico 

não neuronal independente que está envolvido na regulação da função imune 

(KAWASHIMA; FUJII, 2003). 

A ACh é o neurotransmissor endógeno das sinapses e junções neuroefetoras 

colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico. Seus efeitos no SNC são 

principalmente excitatórios, efetivados pela ativação de receptores específicos 

(RANG et al., 2004). Após exercer sua ação, a ACh sofre hidrólise pelas 

colinesterases com a liberação de ácido acético e colina; esta é, em parte recaptada 

para o terminal pré-sinaptico (SOREQ, SEIDMAN, 2001). Já nos linfócitos, onde 

essa molécula sinalizadora também é sintetizada e liberada, sua função é 

imunomodulatória, com ação nos receptores nicotínicos e muscarínicos 

(KAWASHIMA; FUJII, 2003). 

As colinesterases são enzimas que desempenham papéis importantes na 

neurotransmissão colinérgica central e periférica, além de funções como a hidrólise 

e detoxicação de xenobióticos (DELFINO, RIBEIRO, FIGUEROA-VILLAR, 2009). 

Estas enzimas são classificadas de acordo com as suas propriedades catalíticas e 

especificidade a substratos, sensibilidade a inibidores e distribuição tecidual 

(MASSOULIÉ et al.,1993). A acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7), chamada 

também de colinesterase verdadeira ou específica, hidrolisa preferencialmente 

ésteres com grupamento acetil (como a acetilcolina) e é predominante no cérebro, 

junção neuromuscular, linfócitos e eritrócitos (COKUGRAS, 2003). Já a 

butirilcolinesterase, ou pseudocolinesterase (BuChE; EC 3.1.1.8), hidrolisa, 

preferencialmente, outros tipos de ésteres como a butirilcolina (TAYLOR, BROWN, 

1999) e é amplamente distribuída nos rins, intestinos, pulmão, fígado e plasma, mas 

tem distribuição neuronal muito restrita se comparada a AChE (MESULAM et al., 

2002).  

Além de ser aceita como o indicar bioquímico mais importante da sinalização 

colinérgica do sistema nervoso central (SILMAN; SUSSMAN, 2005), AChE também 

apresenta funções em tecidos não-neuronais, incluindo a regulação da função imune 

(KAWASHIMA; FUJII, 2003). Nos tecidos linfóides, essa enzima regula a quantidade 

de ACh na vizinhança das células de acordo com as demandas imulológicas, 

contribuindo de forma importante para o controle dos processos inflamatórios 

(NIETO-CERÓN et al., 2004). Além disso, tem sido demostrado que inibidores da 
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AChE reduzem a proliferação de linfócitos e a secreção de citocinas e podem 

atenuar a inflamação por aumentar a concetração de ACh no espaço extracelular 

(NIZRI; HAMRA-AMITAY, 2006). 

Diversos estudos tem sido desenvolvidos com o objetivo de determinar o 

efeito de algumas plantas medicinais na atividade das colinesterases, principalmente 

a AChE. De fato, várias espécies têm demonstrado a capacidade de inibição da 

atividade da AChE (TREVISAN et al., 2003). Essa possibilidade de elevação do nível 

de ACh pode ser útil no desenvolvimento de fármacos para a melhora das funções 

cognitivas como memória e aprendizagem e na sintomatologia de doenças como o 

Alzheimer (BIERER et al., 1995). 

 

 

1.10.2 N-Acetyl-b-d-glucosaminidase 

 

 

A N-Acetyl-b-d-glucosaminidase (NAG; EC 3.2.1.30) é uma enzima lisossomal 

hidrolítica com peso molecular entre 140–160 kDa (MAZAHERI, 2011). Encontrada 

em diversos tecidos animais (KITCHEN, MASTERS, 1985), predomina nas células 

tubulares proximais do sistema renal, onde tem por função a degradação de 

glicoproteínas (OLBRICHT, 1992).  Essas proteínas são degradadas, em 

aminoácidos, que são levados, via membrana basolateral, para a circulação 

sangüínea. Portanto, baixos níveis da NAG são normalmente encontrados na urina 

como resultado das atividades de exocitose e pinocitose das células epiteliais 

tubulares (PRINCE, 1992). 

Devido ao seu peso molecular que não permite a sua filtração glomelular 

fisiológica, um aumento na excreção urinária de NAG denota lesão renal, sugerindo 

dano celular nos túbulos proximais (BOSOMWORTH, APARICIO; HAY; 1999; JUNG 

et al., 1988; SALEM et al., 2002). Essa enzima demonstra alta atividade nas células 

tubulares renais e é liberada para o fluído tubular quando o ultrafiltrado passa 

através dos túbulos proximais. Entretanto, quando há alguma lesão lisossomal das 

células dos túbulos proximais, por alguma doença ou agente nefrotóxico, a NAG é 

liberada em maior quantidade e sua excreção urinária aumenta (DALTON, 1999).  

Assim, a excreção urinária da NAG tem sido recomendada como marcador 

útil para detecção de alterações na funcionalidade dos túbulos proximais muito antes 
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da elevação de outros marcadores como proteinúria e aumento na creatinica sérica 

(JUNG et al., 1988). A determinação da sua atividade enzimática ajuda a identificar o 

local e o nível de dano renal que, juntamente com os sintomas clínicos, facilita o 

diagnóstico correto de processos inflamatórios e explica o mecanismo de ação 

patogênico de sustâncias tóxicas (MARCHEWKA et al., 1994). 

 

 

1.10.3 δ Aminolevulinato desidratase 

 

 

δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) (E.C. 4.2.1.24), também conhecida 

como porfobilinogênio sintase (PBG-sintase) ou 5-aminolevulinato hidroliase foi 

isolada na década de 50 e é uma metaloenzima citoplasmática participante da rota 

biossintética dos compostos tetrapirrólicos, como o heme e a clorofila (DRESEL; 

FALK, 1953; JAFFE et al., 1995). A grande importância destes compostos reside na 

sua função como grupos prostéticos de proteínas. O heme (ferriprotoporfirina) faz 

parte da estrutura de proteínas que participam do transporte de oxigênio 

(hemoglobina e mioglobina), transporte de elétrons (citocrômos a, b e c), 

biotransformação de xenobióticos (citocromo P450) e dos sistemas de proteção 

contra peróxidos (catalases e peroxiadases) (JAFFE et al.,1995). Portanto, a δ-ALA-

D é uma enzima essencial para os seres vivos, já que está envolvida nos processos 

de metabolismo aeróbico e fixação de CO2 (JAFFE, 2000; SHOOLINGIN-JORDAN, 

1998; WARREN et al., 1998). Conseqüentemente, agentes tóxicos ou metabólitos 

que rompem ou interferem essa síntese de compostos tetrapirrólicos possuem 

profundos efeitos no metabolismo celular (HEINEMANN; JAHN; JAHN, 2008). 

A enzima δ-ALA-D tem sido purificada de diversas fontes, incluindo fígado 

bovino, eritrócitos humanos, plantas, bactérias e leveduras (ANDERSON; DESNICK, 

1979; GIBSON, NEUREBERGER, SCOTT, 1955; LIEDGENS, LUTZ, SCHNEIDER 

1983; NANDI; SHEMIN, 1968; NANDI, SHEMIN 1973). Apesar de as propriedades 

catalíticas fundamentais serem similares, algumas diferenças na estrutura primária, 

necessidade de íon metálico e sensibilidade dos tióis têm sido observadas entre as 

várias enzimas purificadas (KONUK et al. 2010).  

A δ-ALA-D de mamíferos é dependente de zinco (Zn2+) para a máxima 

atividade catalítica, possui um pH ótimo entre 6,3 e 7,1 (CHEN;  NEILANDS 1976; 
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SHEMIN, 1972) e apresenta maior atividade nos tecidos hepático, renal e os tecidos 

hematopoiéticos (GIBSON, NEUREBERGER, SCOTT, 1955). Sua estrutura química 

é homo-octamérica e seu sítio catalítico é composto por dois átomos de zinco, um 

resíduo de histidina, um resíduo de lisina, resíduos de aminoácido hidrofóbicos além 

de resíduos de cisteína (grupamentos tióis), que são altamente reativos e devem 

estar reduzidos para que a enzima apresente atividade (CHEN; NEILANDS, 1976; 

TSUKAMOTO, YOSHINAGA, SANOS, 1979). A proximidade entre os grupamentos 

tióis faz a enzima particularmente sensível à oxidação (FARINA et al., 2002; 

MARKHAM et al., 1993; SARAIVA et al, 2012), e esses grupos estão envolvidos em 

coordenação com o íon essencial Zn2+
 (DENT; BEYERSMANN; HASNAIN, 1990;  

ERSKINE et al., 2000). Isso porque, a oxidação dos grupos tióis é acompanhada 

pela perda estequiométrica dos íons metálicos ligantes e por uma diminuição da 

atividade catalítica da δ-ALA-D (TSUKAMOTO; YOSHINAGA; SANOS, 1979), 

demonstrando que os resíduos de cisteína são necessários para a ligação com Zn2+. 

Assim como a remoção do íon zinco por agentes quelantes pode acelerar a 

autooxidação da enzima, demonstrando que o íon metálico também está envolvido 

na estabilização dos grupos tióis (BEBER et al., 1998; EMANUELLI et al., 1998). 

Dessa forma, a δ-ALA-D é inibida por agentes que oxidam grupos tióis, metais 

com alta afinidade por grupos tióis ou que competem com zinco pelo seu sítio de 

ligação (FARINA et al. 2002, NOGUEIRA et al. 2003a-b, SANTOS et al. 2004) além 

de estar ligada a situações associadas ao estresse oxidativo (FOLMER, SOARES, 

ROCHA,  2002; PANDE et al. 2001, PANDE; FLORA 2002, TANDON et al. 2002). 

De fato, a diminuição da atividade enzima tem sido considerada um biomarcador em 

potencial para a avaliação de condições patofisiológicas, especialmente aquelas 

relacionadas ao estresse oxidativo. 

A δ-ALA-D sanguínea mostrou-se inibida em pacientes hemodialisados 

(VALENTINI et al., 2008), após transplante de medula óssea (GONÇALVES et al., 

2009) em pacientes com câncer cervical (GONÇALVES et al., 2005) e pacientes 

com diabetes tipo 1 e tipo 2 (FERNANDEZ-CUARTERO et al., 1999; BONFANTI et 

al., 2011). Também, modelos animais de patologias humanas como hipotireoidismo 

(GRAVINA et al., 2007), hiperglicemia (FOLMER; SOARES; ROCHA, 2002), 

intoxicação com paracetamol (OLALEYE; ROCHA, 2008) dentre outros, já foram 

relacionados com a inibição da atividade da enzima. 
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Clinicamente, a atividade da δ-ALA-D é usada como um dos mais confiáveis 

indicadores de intoxicação por chumbo (Pb2+) em humanos e outros animais. A 

exposição ao chumbo causa uma importante inibição da δ-ALA-D sanguínea 

(MEREDITH; MOORE; GOLDBERG, 1979; PAPPAS et al., 1995; PIRES; 

MIEKELEY; DONANGELO, 2002), e está associada com intensa anemia e 

acompanhada por aumento na excreção do seu substrato, o ácido δ-aminolevulínico 

(δ-ALA) (OSKARSSON, 1989). Entretanto, a modulação da δ-ALA-D por outros 

metais, como mercúrio (Hg2+), cobre (Cu2+) ou prata (Ag2+), demonstra que esse 

indicador pode ser inespecífico em intoxicações simultâneas com outros metais 

(THOMPSON; JONES; BEASLEY, 1977). 

Na rota biosintética do grupamento heme, a δ-ALA-D catalisa a condensação 

assimétrica de duas moléculas de δ-ALA formando o porfobilinogênio monopirrólico 

(PBG) (Figura 9). A inibição da enzima pode prejudicar a rota biossintética do heme, 

diminuindo sua produção e causando consequências patológicas (SASSA; FUJITA; 

KAPPAS, 1989). Além disso, pode resultar no acúmulo do substrato δ-ALA no 

sangue que em pH entre 7-8, sofre uma reação de enolização que por fim promove 

a formação de radicais superóxido e hidroxil (NEAL et al., 1997). Assim, o δ-ALA 

pode apresentar propriedades pro-oxidantes sob condições fisiológicas (BECHARA, 

1996). Consequentemente, a inibição da δ-ALA-D por agentes tóxicos ou condições 

patológicas associadas ao estresse oxidativo pode iniciar um ciclo vicioso oxidativo 

que continuará a inibir a δ-ALA-D e aumentar a concentração de compostos 

potencialmente tóxicos, como o δ-ALA e seus metabólitos relacionados (BECHARA 

et al., 2007). Exemplos são os indivíduos portadores de porfirias ou intoxicados por 

chumbo, onde o acúmulo de δ-ALA e a geração in situ de EROs está sendo 

reconhecida como indutores das anormalidades típicas dessas patologias 

(HINDMARSH, 1986). 
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Figura 11 – Ilustração esquemática do mecanismo catalítico da δ-ALA-D. 

 
Fonte: ROCHA et al., 2012.  

 

 

Em algumas situações a inibição da atividade da δ-ALA-D pode ser revertida 

pela adição de Zn ou ativadores tiólicos como o ditiotreitol (DTT), in vitro, obtendo-se 

o índice de reativação da enzima. Assim, o índice de reativação enzimático com DTT 

é empregado como forma de reverter a atividade da enzima cujo decréscimo tenha 

sido consequência da oxidação dos grupos tióis e o índice de reativação enzimático 

com Zn como forma de reverter o decréscimo de atividade causado por quelação, 

deslocamento ou interação com o íon metálico do centro ativo da enzima 

(EMANUELLI et al., 1996; ROCHA et al., 2012).  

Considerando sua importância no metabolismo celular, diversos estudos têm 

utilizado a atividade da enzima δ-ALA-D como marcador de exposição a diferentes 

compostos tóxicos exógenos e situações fisiopatológicas pro-oxidantes (NOGUEIRA 

et al.,  2003; SOUZA et al., 2009; ROCHA et al., 2012). 

Assim, apesar do amplo uso de plantas para o tratamento e/ou prevenção de 

diversas condições patológicas, muitas espécies são usadas sem respaldo científico 

quanto a sua eficácia e segurança. Dessa forma é de grande interesse o estudo dos 

efeitos de extratos de Syzygium jambos e Solanum guaraniticum, espécies vegetais 

amplamente utilizadas como medicinais no Rio Grande do Sul, em diferentes 

modelos experimentais que possam contribuir para o conhecimento de suas 

propriedades bioquímicas, farmacológicas e toxicológicas.  
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2 OBJETIVOS  

 

 

2. 1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar o efeito dos extratos de Syzygium jambos e Solanum guaraniticum 

sobre parâmetros bioquímicos e de estresse oxidativo em modelos in vitro e in vivo.  

 

 

2. 2 Objetivos Específicos 

 

 

2.2.1 Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos através de: 

 

a) nível de vitamina C e compostos fenólicos e flavonóides totais,  

b) capacidade removedora de peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical de 

óxido nítrico (NO); 

c) avaliação do poder redutor pelo método de ferro (FRAP); 

d) atividade quelante de íons ferro (Fe2+); 

e) atividade mimética das enzimas tiol-peroxidases; 

 

2.2.2 Verificar os efeitos dos extratos de Syzygium jambos e Solanum guaraniticum: 

 

2.2.2.1 Em eritrócitos humanos, através de modelos de indução de estresse 

oxidativo e hemólise; sob condições in vitro; 

 

2.2.2.2 Sob parâmetros de estresse oxidativo induzido em tecido renal, hepático e 

cerebral de ratos, assim como sob as atividades das enzimas δ-aminolevulinato 

desidratase (δ-ALA-D) em fígado, rim e cérebro total e acetilcolinesterase (AChE) 

em cérebro total, sob condições in vitro;  
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2.2.2.3 Em linfócitos de baço de ratos parâmetros de viabilidade celular e a atividade 

da acetilcolinesterase (AChE); 

 

2.2.3 Estimar a toxicidade dos extratos de Syzygium jambos e Solanum 

guaraniticum pelo teste de letalidade da Artemia salina; 

 

2.2.4 Com relação ao extrato de Solanum guaraniticum, em modelo de avaliação de 

toxicidade aguda em ratos, in vivo, avaliar: 

 

a) comportamento dos animais, por meio do teste do campo aberto; 

 

b) parâmetros de toxicidade gerais como consumo de água e comida, ganho 

de peso, peso relativo dos órgãos (rim, fígado, baço) e alterações de 

comportamento; 

 

c) marcadores séricos bioquímicos hepáticos (enzimas transaminases e 

fosfatase alcalina), renais (uréia e creatinina) e albumina, assim como o perfil 

glicídico e lipídico (níveis de colesterol total e triglicerídeos); 

 

d) o perfil hematológico: contagem de leucócitos totais (WBC), contagem 

eritrócitos (RBC), hematócrito (HT), hemoglobina (HB), volume corpuscular 

médio (MCV), concentração corpuscular média de hemoglobina (MCHC), 

distribuição de volume das células vermelhas (RDW).  

 

e) parâmetros de estresse oxidativo como capacidade antioxidante pelo 

método de redução do ferro (FRAP) em soro, atividade da enzima catalase, 

níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e grupamentos 

tióis não proteicos (NPSH) em tecidos hepático, renal e córtex cerebral;  

 

f) atividades das enzimas N-acetyl-b-D-glucosaminidase (NAG) em tecido 

renal, acetilcolinesterase (AChE) em córtex cerebral e δ-aminolevulinato 

desidratase (δ-ALA-D) em fígado, rim e córtex cerebral; 
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3 ARTIGO 

 

 

3.1 Syzygium jambos and Solanum guaraniticum show similar antioxidant properties 
but induce different enzymatic activities in the brain of rats 

 

 

 

Publicado no periódico Molecules.  
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4 MANUSCRITOS 

 

4.1 δ-ALA-D inhibitory potential and protective action o f Syzygium jambos  and 

Solanum guaraniticum leaf extracts on oxidatively stressed erythrocytes 

 

Manuscrito submetido ao periódico Redox Report  
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ABSTRACT 

 

Objective : The present study aimed to study the effect of the leaf extracts of 

Syzygium jambos and Solanum guaraniticum on the δ-aminolevulinate dehydratase 

(δ-ALA-D) activity, which has been used to evaluate harmful properties of 

compounds, and their antioxidant activity and potential protective action on 

oxidatively stressed erythrocytes.  

Methods:  In erythrocyte samples, the effect of both extracts on δ-ALA-D activity, 

H2O2-induced oxidative stress, and AAPH-induced hemolysis, as well as some 

antioxidant mechanisms, was evaluated.  

Results:  Both extracts inhibited δ-ALA-D activity (Solanum guaraniticum>Syzygium 

jambos), and an involvement of the zinc ion of the δ-ALA-D structure on the inhibition 

of enzyme activity was verified. Syzygium jambos leaf extract showed marked 

efficiency in countering H2O2-induced lipid peroxidation and in maintaining cellular 

integrity against AAPH-induced hemolysis. Furthermore, Syzygium jambos exhibited 

greater H2O2 scavenging activity and stronger reduction power than Solanum 

guaraniticum.  

Discussion:  Considering that the inhibition of δ-ALA-D can adversely affect 

erythrocyte metabolism, we may suggest that this enzyme can be an interesting tool 

to assess harmful properties of vegetal extracts. Also, both extracts bear potent 

antioxidant property and should have prospective clinical use against oxidative 

stress-related diseases, after further elucidation regarding their toxicological 

properties. 

 

 

Keywords: Solanum guaraniticum; Syzygium jambos; delta-aminolevulinate 

dehydratase; antioxidant; erythrocytes; hemolysis. 
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INTRODUCTION 

 

Oxidative stress and the production of reactive oxygen species (ROS) have 

been implicated as one of several mechanisms to induce toxicity in different organs1. 

The erythrocytes are constantly exposed to oxidative injury, but their metabolic 

activity is capable of reversing the injury under normal conditions 2. Erythrocytes are 

protected by the powerful action of the endogenous antioxidant enzymes present in 

its membranes and cytoplasmic compartments against the continuous production of 

free radicals by preventing the production of ROS, reducing the generated 

molecules, or repairing the damage caused by them 3. However, following an 

increase in oxidative stress, irreversible damage to erythrocytes occurs, resulting in 

their ultimate loss by hemolysis and removal from circulation 4.  

A rich dietary of phenolic antioxidants is believed to play an important role in 

the prevention of many oxidative and inflammatory diseases 5. Because plants can 

represent a source of natural compounds with antioxidant activities, many studies 

have been conducted searching for the antioxidant activities of many plant extracts 

and their constituents 6. Among the several medicinal plants, we can highlight 

Solanum guaraniticum A. St.-Hil (Solanaceae) and Syzygium jambos (L.) 

(Myrtaceae). The first one has its leaves used traditionally to treat liver and gastric 

dysfunctions and anemia 7,8. The second one, Syzygium jambos, has its leaves 

widely used in folk medicine due to their anti-inflammatory and digestive properties 

9,10 and for the treatment of diabetes, although there are contradictory reports about 

its anti-hyperglycemic effects 11.  

Although previous studies already demonstrated some antioxidant properties 

of these vegetal species, few data are founded about its pharmacological and toxic 

properties. One common problem is their misidentification in popular usage. Solanum 

guaraniticum and Syzygium jambos are frequently used without distinction or by 

replacing the species Solanum paniculatum and Syzygium cumini, respectively, 

which have pharmacological and toxic properties better clarified in the literature.   

δ-Aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D) (porphobilinogen synthase, EC 

4.2.1.24) is the first cytosolic enzyme in the heme metabolic pathway, being directly 

related to the production of red blood cells 12, 4. It is a sulfhydryl-containing enzyme, 

requiring zinc ions for maximum catalytic activity, which is extremely sensitive to the 

presence of oxidizing agents 13 and situations associated to oxidative stress 14, 15. 
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Therefore, the inhibition of δ-ALA-D may adversely affect the biosynthesis of heme 

and iron uptake in erythropoieses and can result in the accumulation of the substrate 

5-aminolevulinic acid, which has some pro-oxidant activity 16.  

Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of Syzygium jambos 

and Solanum guaraniticum leaf extracts on δ-ALA-D activity and investigate their 

antioxidant activity and potential protective action on oxidatively stressed human 

erythrocytes.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Chemicals  

5’-Aminolevulinic acid (δ-ALA), thiobarbituric acid (TBA), dithiothreitol (DTT), 

5,5’-dithibis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and 2-4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), 

2,2’azobis (2-amidinopropane) (AAPH) and ascorbic acid were purchased from 

Sigma (St. Louis, MO, USA). All other chemicals were of analytical grade.  

 

Plant material and extracts of Solanum guaraniticum  and Syzygium jambos  

preparation  

Leaves of Solanum guaraniticum and Syzygium jambos were collected in the 

cities of Santa Maria and Tupanciretã, Brazil, respectively. The material was 

authenticated by Prof. Aline S. Pigatto, and a voucher specimen was deposited at the 

herbarium of the Federal University of Santa Maria. The leaves were dried in a 

greenhouse, smashed in the knife mill, and submitted to extraction with ethanol 80% 

in a Soxhlet apparatus.   

 

Antioxidant activity of extracts in cell-free syste ms 

Iron ion-chelating activity was measured based on a published procedure 17, 

except that 2,4,6-tripyridyl-S-triazine (TPTZ) was used instead of ferrozine. EDTA-

2Na (200 µg/mL) was used as the positive control. 

The ability of extracts to scavenge hydrogen peroxide (H2O2) also was 

determined 18 and calculated according to the formula: % scavenged H2O2 = [(A0-

A1)/A0] x 100, where A0 was the control absorbance and A1 the absorbance in the 

presence of extract or standard (ascorbic acid).  
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The extract’ reducing power was determined using a Ferric Reducing 

Antioxidant Power (FRAP) assay and was presented as µM Fe2+/mL extract 19. 

 

Preparation of erythrocytes  

Blood samples were collected in heparinized tubes from 10 healthy volunteers 

(approved bioethical protocol: 0049.0.243.000-08). Samples were centrifuged (10 

min, 3500 rpm), and plasma and buffy coat were removed. Then, packed cells were 

washing three times with 0.9% NaCl and suspended in phosphate-buffered saline 

(PBS) with a pH of 7.4. 

 

Erythrocyte δ-ALA-D activity evaluation 

Erythrocyte samples at 25% hematocrit (in PBS) were pre-incubated for 2 

hours at 37oC in the presence or absence of Solanum guaraniticum or Syzygium 

jambos leaf extracts at different concentrations (50-1000 µg/mL in PBS). Enzyme 

reaction was initiated by adding the substrate (δ-ALA), and the incubation was 

carried out. The porphobilinogen, which is formed during the incubation period, was 

mixed with modified Ehrlich´s reagent, and the color developed was measured 

spectrophotometrically (555 nm) against a blank. Results were expressed as nmol 

porphobilinogen (PBG)/mg protein/h 20. 

To investigate for the possible involvement of sulfhydryl groups or zinc ions in 

the effect of extract on ALA-D activity, the protective effect of a thiol-reducing agent 

(dithiothreitol, DTT) or zinc chloride (ZnCl2) was examined. A set of tubes was 

assayed using a similar incubation medium, except that DTT (2 mM) or ZnCl2 (1 mM) 

was added when the reaction was started by the addition of substrate (δ-ALA). These 

effects were measured as the Reactivation Index (R% DTT and R% Zn) by the 

formula: A-B/A*100, where A = absorbance of assay with DTT/ZnCl2 and 

B=absorbance of assay without DTT/ZnCl2. 

 

H2O2-induced oxidative stress  

Erythrocyte suspensions (10% in PBS) were pre-incubated with 2 mM sodium 

azide for 60 min at 37oC to inhibit catalase. Extracts of Solanum guaraniticum or 

Syzygium jambos (final concentration 100, 250, 500, and 1000 µg/mL, diluted in 

PBS) were added at 30 min of the pre-incubation period with sodium azide. 

Subsequently, 20 mM H2O2 were added to the cell suspension and incubated for a 
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further 2 h at 37oC. At the end of the incubation time, the lipid peroxidation of 

erythrocyte membranes was measured by TBARS levels 21 as well as by the levels of 

non-protein sulfhydryl groups (NP-SH) 22 and protein content 23.  

The highest concentration of each extract (1000 µg/mL) also was tested alone, 

without H2O2, to verify its per se effect on SH groups and lipid peroxidation. In case of 

a positive response, other concentrations (50-1000 µg/mL) were also tested. 

 

Oxidative hemolysis inhibition assays  

Based on the most effective doses on induced oxidative stress tests 

mentioned above, the protective effect of extracts was also tested against AAPH-

induced hemolysis. The thermal decomposition of AAPH generates aqueous peroxyl 

radicals, which induce free-radical chain oxidation in erythrocytes. Thus, an 

erythrocyte suspension at 10% hematocrit was pre-incubated with extracts of 

Syzygium jambos (final concentration 100 and 250 µg/mL, diluted in PBS) and 

Solanum guaraniticum (final concentration 500 and 1000 µg/mL, diluted in PBS) at 

37oC for 30 min, followed by incubation with 50 mM AAPH for 2 h. A negative control 

(erythrocytes in PBS) was used. At the end of the incubation time, the percentage of 

hemolysis was determined on the supernatant at 540 nm and calculated in relation to 

100% hemolysis caused by adding deionised water to the erythrocyte suspension 24.  

To measure osmotic fragility, aliquots (20 µL) of packet erythrocyte were 

added to buffered saline solutions of decreasing concentrations (0 – 150mM), were 

allowed to stand for 30 min, and then were centrifuged. The amount of lysis was 

determined and expressed as percentage of hemolysis of each saline solution (NaCl 

mM) 25, 26. Furthermore, the corresponding NaCl concentration that caused 50% 

hemolysis of erythrocytes was considered the Mean Corpuscular Fragility Index 

(MCF), which is determined by plotting the percentage of lysis versus NaCl 

concentrations 
27. 

 

Statistical analysis 

The analyses were performed using Graph Pad Prism for Windows, version 

5.03 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Because data had normal 

distribution, according to the Kolmogorov–Smirnov (KS) test, all data were analyzed 

using Student's t-test or one-way ANOVA, followed by Tukey's Multiple Comparison 

post hoc test, when appropriate, and were presented as mean ± standard error of 
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mean (SEM). A value of p<0.05 was considered statistically significant for all 

analyses.  

 

RESULTS 

 

Chelating activity, scavenging activity, and FRAP a ssay  

Antioxidant activities of the extracts studied and ascorbic acid, used as 

positive control, as a function of their concentrations, were verified (see Figure 1). 

Both extracts showed a similar ferrous chelating activity. However, Syzygium jambos 

extract exhibited greater H2O2 scavenging activity and stronger reduction power (as 

FRAP assay) than Solanum guaraniticum. Ascorbic acid presented lower chelating 

and H2O2 scavenging activities and higher reducing power than both extracts.  

 

Inhibition of erythrocyte δ-ALA-D activity by extracts  

All concentrations tested of Solanum guaraniticum leaf extract (50-1000 

µg/mL) were capable of inhibiting erythrocyte δ-ALA-D activity (p<0.05). In relation to 

Syzygium jambos extract, the highest concentrations tested (250, 500, and 1000 

µg/mL) also caused an inhibition on δ-ALA-D activity (see Figure 2). 

As can be seen on Table 1, no concentrations of leaf extract of Solanum 

guaraniticum or Syzygium jambos presented DTT reactivation index (R% DTT) 

different from controls. Furthermore, all concentrations tested from both extracts 

showed increased reactivation index when ZnCl2 was added (R% Zn) compared with 

controls.  

 

Protective effects of Syzygium jambos  and Solanum guaraniticum  leaf extracts 

against H 2O2-induced oxidative stress 

When erythrocyte samples were exposed to 1000 µg/mL of Solanum 

guaraniticum or Syzygium jambos extracts, we did not observe an increase in 

TBARS level, suggesting that the extracts were not able to induce lipid peroxidation 

by themselves (data not shown). However, in the presence of H2O2, Solanum 

guaraniticum extract was able to protect cells from H2O2-induced lipid peroxidation at 

concentration of 1000 µg/mL, whereas Syzygium jambos extract was effective at all 

concentrations tested (100-1000 µg/mL) (see Figure 3A). 
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In relation to erythrocytes of the non-protein sulfhydryl groups (NP-SH), none 

of the extracts was able to prevent the reduction caused by H2O2 exposure. 

Meanwhile, unexpectedly, the highest concentration of Syzygium jambos extract was 

capable of reducing the level of NP-SH by itself (see Figure 3B). After investigating 

this action, we noted that the other concentrations tested (50-1000 µg/mL) of this 

extract also presented this effect. On the other hand, the NP-SH levels of 

erythrocytes were not affected by any concentration of Solanum guaraniticum extract 

alone (see Figure 3C).  

 

Anti-hemolytic effect  

When the suspensions of erythrocytes were incubated with 50 mM AAPH, 

86.00 ± 4.55% of erythrocytes were hemolysed. The percentage of hemolysis 

decreased when the suspensions were treated with extracts, whereas Syzygium 

jambos leaf extract was more effective than Solanum guaraniticum. At 100 µg/mL 

and 250 µg/mL, Syzygium jambos extract reduced 96.34% and 91.66% of AAPH-

induced hemolysis, respectively, whereas Solanum guaraniticum extract promoted 

82.75% and 72.19% of hemolysis reduction at 500 µg/mL and 1000 µg/mL, 

respectively. There was no significant difference between different concentrations of 

the same extract (see Figure 4) and, when the cells were incubated with each extract 

alone, the hemolysis was maintained at a similar level to the control samples (data 

not shown).  

Furthermore, Figure 5 shows the osmotic fragility profiles of erythrocytes 

treated with AAPH or AAPH plus extracts. It can be seen clearly that AAPH shifts the 

osmotic fragility curve, decreasing membrane osmotic resistance against hypotonic 

pressure, and the pre-incubation of erythrocytes with extracts prevents this effect. 

The Mean Corpuscular Fragility Index of AAPH-treated cells (132 mM NaCl) was 

moderately diminished by the exposure of erythrocytes to Solanum guaraniticum 

extract (500 µg/mL = 84 mM and 1000 µg/mL = 107 mM NaCl) and, more markedly, 

by the Syzygium jambos extract (100 µg/mL = 66 mM and 250 µg/mL = 68 mM 

NaCl). 
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DISCUSSION 

 

In this report, the inhibitory effect of both extracts studied on δ-ALA-D activity 

can be an indicative of their possible harmful properties. The inhibition of δ-ALA-D 

activity has been used to evaluate toxic effects of synthetic compounds 28, 29 and that 

might be applied to natural compounds. In particular, Solanum guaraniticum extract 

presented this effect even at the lower concentrations tested. It is well known that 

some alkaloids commonly found in Solanaceae may have toxic effects and this 

specie, under the name S. fastigiatum, already was related to hepatotoxicity and 

cattle intoxications 30, 31.  

The oxidation of essential sulfhydryl groups of the active site of the enzyme 

does not appears to be involved, because DTT was ineffective in counteracting δ-

ALA-D inhibition caused by the extracts. Meanwhile, the differences found in R% Zn 

among erythrocytes exposed to extracts and control erythrocytes may suggest a 

possible involvement of the zinc ion of the δ-ALA-D structure in the inhibition of the 

enzyme activity. Furthermore, both extracts presented considerable iron chelating 

activity, and considering that this effect can be applied to other metallic ions, a zinc 

chelating activity of Solanum guaraniticum and Syzygium jambos extracts may also 

be involved in δ-ALA-D inhibition.   

We have also demonstrated that the extracts studied can protect membrane 

integrity, providing complementary evidence of their antioxidant potency. The 

extracts improved the fragility of erythrocyte exposure to AAPH and stabilized 

erythrocyte membrane structures. The high content of phenolic compounds of the 

extracts already was described in a previous study of our workgroup 32 and might be 

responsible for this property. Other studies have shown a protective interaction of 

flavonoids with lipid bilayers increasing membrane fluidity 33. Moreover, besides a 

probable interaction with erythrocyte membranes, the capacity of the extracts to 

prevent access of free radicals to the bilayer by trapping radicals should also be 

considered.  

Additionally, this property of Syzygium jambos extract could be related to its 

beneficial effects on traditional use because diabetes patients with hyperglycemia 

can disturb the hemorheology, and erythrocyte deformability is an important factor in 

the cause of organ damage in diabetes 34. Similarly, the folk use of Solanum 

guaraniticum leaves to treat anemia may be associated with its anti-hemolytic and 
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membrane stabilizing effect, as disease processes or oxidative stress may act by 

destabilizing the lipid bilayer of the erythrocyte and by decreasing its deformability in 

ways that accelerate the removal of red cells from the circulation, shortening their life 

span and contributing to anemia 35. 

In addition, the antioxidant activity of Solanum guaraniticum and Syzygium 

jambos extracts and their possible mechanisms of action were also investigated. The 

H2O2 scavenging activity and iron chelating capacity were mechanisms by which 

extracts can exert their antioxidant effects 36, 37. The results of the FRAP assay reveal 

that polyphenolic compounds of Syzygium jambos and Solanum guaraniticum 

extracts may act as electron donors that are capable of neutralizing free radicals by 

converting them to more stable products and terminating the free radical chain 

reaction 38.  

The inhibitory effect of both extracts on erythrocyte H2O2-induced lipid 

peroxidation was demonstrated. The scavenging capacity of Syzygium jambos 

extract and its ability to inhibit lipid peroxidation processes may be related to its 

bioactive properties involved in its traditional use to the treatment of diabetes, since it 

is well known that diabetic patients have an enhanced level of oxidative damage 14. 

Likewise, H2O2 is also involved in inflammation and gastric mucosal damage 38, thus, 

the H2O2 scavenging ability of Solanum guaraniticum leaf extract may also be related 

to its indication to treat liver and gastric dysfunctions.  

Interestingly, all concentrations of the Syzygium jambos extract promoted a 

decrease in the NP-SH levels of extract-treated erythrocytes. Previous studies have 

been suggested that phenoxyl radicals, which are oxidation products of dietary 

polyphenols, are capable of presenting prooxidant in vitro activity 39, but are unlikely 

to cause problems in vivo due to the concentration range of bioactive compounds 

found in their diet. We cannot rule out that the prooxidant effects of Syzygium jambos 

extract may also have affected δ-ALA-D activity due to the sulfhydryl nature of the 

enzyme and may have modified the enzyme conformation in such a way that DTT 

could not restore the enzymatic activity. 

Another point that needs to be highlighted is the fact that the effective doses of 

Syzygium jambos extract (in relation to its antioxidant activities, anti-lipid 

peroxidation, anti-hemolytic, and membrane stabilizing effect) are lower than those 

that promote δ-ALA-D inhibition, consistently with the absence of reports about toxic 

reactions involving this specie. However, data presented on this study warn on the 
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need to investigate the safe daily or chronic doses prior to its suggestion as a 

phytotherapic.  

 

CONCLUSIONS  

In summary, one of the most important and novel findings of this study is the 

effect of the extracts studied on the δ-ALA-D activity, especially the fact that the 

extract of Solanum guaraniticum was a more potent inhibitor of δ-ALA-D activity than 

Syzygium jambos, suggesting that this enzyme is an interesting tool to assess 

harmful properties of vegetal extracts. Furthermore, the results obtained in this study 

indicated that both extracts bear potent antioxidant property and should have 

prospective clinical use as a preventive medicine against oxidative stress-related 

diseases after further elucidation regarding their toxicological properties. 
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Table 1 : Effect of DTT or Zn on δ-ALA-D inhibition caused by Syzygium jambos and 

Solanum guaraniticum extracts. 

 

 Syzygium jambos  Solanum guaraniticum  
R% DTT R% Zn R% DTT R% Zn 

Control  78.89 ± 2.65 65.78 ± 2.19 84.52 ± 1.50 63.41 ± 3.68 
50 µg/mL  79.30 ± 2.34 73.73 ± 1.48* 82.17 ± 3.46 87.95 ± 0.97 *** 
100 µg/mL  80.52 ± 1.64 84.12 ± 2.04*** 83.01 ± 3.79 89.46 ± 1.16 *** 
250 µg/mL  75.70 ± 5.97 92.59 ± 0.80*** 75.14 ± 3.64 90.02 ± 1.68 *** 
500 µg/mL 73.45 ± 4.28 94.06 ± 0.87*** 73.75 ± 5.91 86.48 ± 1.82 *** 
1000 µg/mL  72.07 ± 5.27 83.82 ± 2.19*** 69.96 ± 6.46 77.16 ± 3.14 ** 

 

Legend:  R% DTT = dithiothreitol reactivation index; R% Zn = Zinc reactivation index. 

*** p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 different from control erythrocytes (incubated with 

PBS only). Data were analyzed by ANOVA followed Tukey's Multiple Comparison 

post hoc test (n=10). 
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LEGENDS FOR FIGURES 

 

 

 

Figure 1: (A) Iron chelating effect, (B) H2O2 scavenging activity and (C) Ferric 

reducing antioxidant power (FRAP) of leaf extracts of Syzygium jambos and Solanum 

guaraniticum and Ascorbic acid as a function of their concentrations. Each value is 

expressed as mean ± SEM, n = 3.  

 



82 
 

 

 

Figure 2. Effect of leaf extracts of Syzygium jambos and Solanum guaraniticum on 

erythrocyte δ-ALA-D activity. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 different from control 

erythrocytes (0 µg/mL extracts). Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey's 

Multiple Comparison post hoc test (n=10). 

 

 

 

 

Figure 3. Effect of Solanum guaraniticum and Syzygium jambos extract on H2O2 

induced TBARS level (3A) and on NP-SH content of H2O2 induced (3B) or non-

induced (3C) erythrocytes. # # #p<0.001, # #p<0.01, #p<0.05 different from control 

erythrocytes (incubated with PBS only). ***p<0.001 different from 20mM H2O2-

exposure erythrocytes (0 µg/mL extracts). Data were analyzed by ANOVA followed 

by Tukey's Multiple Comparison post hoc test (n=10). 
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Figure 4: Protective effect of leaf extracts of Syzygium jambos and Solanum 

guaraniticum on AAPH-induced hemolysis. ***p<0.001, different from control 

erythrocytes (incubated with PBS only); # # #p<0.001, different from AAPH-exposured 

erythrocytes (incubated with 50 mM AAPH); a = different from Syzygium jambos 

100µg/mL (p<0.05); b = different from Syzygium jambos 250 µg/mL (p<0.05). Data 

were analyzed by ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test 

(n=10). 

 

 

 

Figure 5. Alteration of osmotic fragility in erythrocytes treated with AAPH or AAPH 

plus extracts. Values are mean ± SEM, n = 10. Means values at 150 mM with 

different letters are significantly different at p<0.05. Data were analyzed by ANOVA 

followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test. 
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4.2 Assessment of cytotoxic effects on spleen lymphocytes and Artemia salina 

lethality test of Syzygium jambos and Solanum guaraniticum leaf extracts  

 

 

Manuscrito a ser submetido ao periódico Phytotherapy Research  
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Abstract 

 

Syzygium jambos and Solanum guaraniticum leaves are used as medicinal mainly to 

treat diabetes and gastric or liver diseases, respectively, even though their 

pharmacological and toxicological properties are unsubstantiated by scientific 

studies. Hence, this study aimed to investigate the toxicity of the leaf extracts of 

these vegetal species through Artemia salina lethality test and cytotoxicity 

evaluations in rat spleen lymphocytes, as such as methyl tetrazolium (MTT), neutral 

red uptake, trypan blue dye exclusion and lactate dehydrogenase (LDH) leakage 

assays, beyond their effects on lymphocytic AChE activity, in vitro. The median lethal 

concentration (LC50) calculated on A. salina bioassay demonstrated that both extract 

are biologically active and might be toxic. Furthermore, Solanum guaraniticum extract 

presented cytotoxic effects against lymphocytes, starting from the concentration of 

250 µg/mL, as demonstrated by the reduction of viable cells count and neutral red 

uptake, as well as the increase in LDH leakage. In contrast, Syzygium jambos extract 

(50-1000 µg/mL) seems to increase mitochondrial activity of lymphocytes, as shown 

in MTT assay, in addition to inhibit AChE at 1000 µg/mL, suggesting an 

immunomodulatory property. These results demonstrated that the use of medicinal 

preparations of both vegetal species studied needs to be monitored closely because 

of their potential toxic effects.  

 

Keywords: cytotoxicity, spleen lymphocytes, Syzygium jambos, Solanum 

guaraniticum, medicinal plants 
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1 Introduction 

 

Herbal medicines have received great interest as an alternative to clinical 

therapy. They offer a potential natural health care approach that focuses on 

protecting and restoring health. However, the increase in the number of users as 

opposed to the scarcity of scientific evidences on the safety of medicinal plants, have 

raised concerns regarding the toxicity and detrimental effects of these remedies 

(Pour, Latha, Sasidharan, 2011). 

In Brazil, medicinal plants are extensively used in rural and urban areas, but 

little is known or recorded about the popular healing culture (Gurib-Fakim, 2006). 

Some examples are Syzygium jambos (L.) Alston (Myrtaceae) and Solanum 

guaraniticum A. St.-Hil (Solanaceae), which are recognized vegetal species used as 

medicinal. The first one is known by the Brazilian population as “jambolão” and has 

its leaves used mainly to the treatment of diabetes (Teixeira et al., 2000), while its 

anti-inflammatory and digestive properties are also explored in folk medicine of other 

countries (Slowing, Carretero, Villar, 1994). The second specie mentioned above, 

Solanum guaraniticum, is known by the common name “falsa-jurubeba” and used to 

treat liver and gastric dysfunctions and anemia (Costa, 1940, Penna, 1964). One 

common problem regarding the medicinal use of these plants is the mistaken identity 

of these species and their use in replacement to Syzygium cumini and Solanum 

paniculatum, which already have their therapeutic properties more elucidated. 

Therefore, the safe use of medicinal preparations of Syzygium jambos and Solanum 

guaraniticum in folk medicine is unsubstantiated by scientific studies. 

In this sense, toxicity screening models provide important preliminary data to 

help select natural remedies with potential health beneficial properties for future work 

(Pour, Latha, Sasidharan, 2011) and in vitro cytotoxicity assays are widely used for 

this purpose. The neutral red uptake (NRU), trypan blue dye exclusion, 3-(4,5-

dimethylthiazol-2yl)-2,5-biphenyl tetrazolium bromide (MTT) and lactate 

dehydrogenase (LDH) leakage assays are the most common employed for the 

detection of cytotoxicity or other negative effects on cell viability following exposure to 

toxic substances (Fotakis, Timbrell, 2006; Dhamija et al., 2013). The loss of 

intracellular LDH and its release into the medium is an indicator of cell membrane 

damage; NRU assay measure the uptake of the dye by functional lysosomes; the 

trypan blue dye exclusion assay is based on the ability of live cells to exclude the 
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vital dye Trypan blue; and MTT assays is mainly based on the enzymatic conversion 

of MTT in the mitochondria (Fotakis, Timbrell, 2006; Charoenpornsook, Fitzpatrick, 

Smith, 1998; Minervini, Fornelli, Flynn, 2004). In general, in order to increase the 

reliability of the results obtained and to avoid overestimation or underestimation of 

the toxicity level, more than one assay should be used to determine cell viability in in 

vitro studies. 

Other alternative test to determine toxicity of chemical and natural products is 

based on the lethality of Artemia salina L. (Artemiidae), the brine shrimp, that is an 

invertebrate component of the fauna of saline aquatic and marine ecosystems and 

has been employed in a simple screening method to investigate the cytotoxicity of 

plant extracts (Agrios, 2005). Considering the current tendency for substituting the 

use of laboratory animals in toxicological evaluations, the A. salina lethality test is 

used in order to determine toxicity through the estimation of the medium lethal 

concentration (LC50 values) (Lewan, Andersson, Morales-Gomez, 1992), which has 

been reported for a series of toxins and plant extracts (Meyer et al., 1982). 

Also, acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7, AChE) plays an essential role in 

physiological events involving the turnover of acetylcholine in the central nervous 

system. Beyond that, this enzyme also has been accepted as having roles in non-

neuronal tissues including regulation of the immune function (Anglister et al., 2008, 

Kawashima, Fujii, 2003). Interestingly, several studies have demonstrated that 

natural substances and dietary components can affect the AChE activity in different 

tissues suggesting that they can modulated its action (Ahmed, Gilani, 2009; Schmatz 

et al., 2009). 

Hence, the current study has been undertaken to investigate the toxicity of 

Syzygium jambos and Solanum guaraniticum leaf extracts through Artemia salina 

lethality test and cytotoxicity evaluations in rat spleen lymphocytes, in vitro. 

Moreover, the effects of the extracts on AChE activity in these cells also were 

assessed. 

 

2 Materials and Methods  

 

2.1 Materials 
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5’-dithibis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-biphenyl 

tetrazolium bromide (MTT), trypan blue, neutral red, catechin, epicatechin, quercetin, 

isoquercitrin, quercitrin, kaempferol and rutin were purchased from Sigma (St. Louis, 

MO, USA). Acetonitrile and phosphoric, gallic, chlorogenic, caffeic and ellagic acids 

were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All other chemicals were of 

analytical grade and obtained from standard commercial suppliers.  

 

2.2 Plant material and preparation of extracts 

 

Leaves of Solanum guaraniticum and Syzygium jambos were collected in the 

cities of Santa Maria and Tupanciretã, respectively. A voucher specimen was 

identified and deposited at the herbarium of Federal University of Santa Maria. The 

leaves were dried in a greenhouse, smashed in the knife mill and submitted to 

extraction with ethanol 80% in a Soxhlet apparatus until exhaustion. After extraction, 

the solvent was evaporated by a rotavapor, supplying the crude extract.   

 

2.3 High-performance liquid chromatography (HPLC) characterization of the extracts 

 

Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient 

conditions using C18 column (4.6 mm × 250 mm) packed with 5 µm diameter 

particles; the mobile phases were the mobile phase was: (A) acetonitrile: water (95:5, 

v/v) and (B) water: phosphoric acid (98:2, v/v), and the composition gradient was: 5% 

of A until 10 min and changed to obtain 20%, 40%, 60%, 70% and 100% A at 20, 30, 

40, 50 and 60 min, respectively. The flow rate was 0.7 mL/min, injection volume 40 µl 

and the wavelength were 254 nm for gallic acid, 280 nm for catechin and epicatechin, 

327 nm for chlorogenic, ellagic and caffeic acids, and 365 nm for rutin, isoquercitrin, 

quercitrin, kaempferol and quercetin. The chromatography peaks were confirmed by 

comparing their retention times with those of reference standards and by DAD 

spectra (200 to 500 nm).  

 

2.4 Animals and preparation of spleen lymphocytes 

 

Male adult albino Wistar rats (200-250g) were maintained at 22 ± 2°C, on a 

12h light:dark cycle and tap water and standard pellet diet were provided ad libitum. 
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The animals were used according to the guidelines of the Committee on Care and 

Use of Experimental Animal Resources, Federal University of Santa Maria, Brazil 

(Process number 23081.009003/2012-01) and all efforts were made to minimize the 

number of animals used and their suffering. 

The rats were euthanized and the spleen was aseptically removed. Then 

lymphocytes were isolated from the spleen under aseptic conditions as described by 

Sai Ram et al (1997). Briefly, spleens were taken out, washed with cold phosphate 

buffered saline (PBS), cut into several pieces and gently crushed in PBS. 

Subsequently, cells were collected by centrifugation. Erythrocytes were lysed with 

erythrocytes lysis buffer (0.15 M NH4Cl, 1 mM NaHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) and 

cells were finally washed and resuspended in PBS. The cell count was adjusted to 

contain 3×106 cells/ml by trypan blue exclusion. 

 

2.4.1 Spleen lymphocytes treatments and cell viability assays 

 

In order to evaluate if Solanum guaraniticum and Syzygium jambos had an 

effect on the viability of spleen lymphocytes, extracts in different dilutions were added 

to the suspensions of cells at final concentrations of 100, 250, 500, 750 and 1000 

µg/mL. Then, lymphocytes exposed with extracts were incubated at 37°C for 2 h. 

After the incubation time several assays were done to evaluate different cell 

viability parameters. Treated cells were used to MTT assay (Mosmann, 1983), 

neutral red uptake test (NRU) (Borenfreund, Puerner, 1984) and trypan blue dye 

exclusion test (Mischell, Siingi, 1980). Furthermore, the measurement of lactate 

dehydrogenase (LDH) leakage from cells was performed by determining the activity 

of LDH in the supernatant using a commercially kit (LABTEST, MG, Brazil). The 

results of MTT, NRU and LDH tests are presented as percentage of control whereas 

the results of trypan blue dye exclusion test are presented as number of live cells. 

 

2.4.2 Acetylcholinesterase activity assay 

 

After the treatment of the lymphocytes, AChE activity was determined 

according to the method described by Ellman et al (1961) modified by Fitzgerald, 

Costa (1993). 0.1 mL of intact cells were added to a solution containing 1.0 mM 

acetylthiocholine, 0.1 mM 5,5′-dithiobis (2-nitrobenzoic acid), and 0.1 M phosphate 
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buffer (pH 8.0). Immediately before and after incubation for 30 min at 27oC the 

absorbance was read on a spectrophotometer at 412 nm. The results are expressed 

as µmol AcSch/h/mg protein. 

 

2.5 Artemia salina lethality test  

 

 Different concentrations of the extract dilutions in distilled water were 

evaluated for Artemia salina (brine shrimp larvae) lethality as the procedure 

described by Meyer et al. (1982). Briefly, dried shrimp eggs were obtained in saline 

medium (35 g of sea salt, pH 8.0), under controlled conditions of aeration and 

lighting. After 24 h of hatching, the larvae (10 per vial) were transferred to 10 ml vials 

containing the extract dilutions and saline solution. The number of survivors was 

counted after 24 h and 48 h of incubation and the percentage of death were 

calculated. The assay was performed using three triplicates of each concentration. 

The number of dead larvae was recorded and used to calculate the 50% lethal 

concentration (LC50) by trimmed Spearman-Karber, the conventional Spearman-

Karber method described by Finney (1971). Extracts was considered bioactive if the 

LC50 was less than 1 mg/mL (Meyer et al., 1982).  

 

2.6 Statistical Analysis 

 

In Artemia salina test, the lethal concentration fifty (LC50) and 95% confidence 

interval were determined from the 24 h and 48 h counts using the Finney (1971) 

computer programme. All other analyzes were performed using STATISTICA for 

Windows, version 6.0 (StatSoft. Inc. Tulsa, OK, USA). All data were analyzed using 

one way ANOVA, followed by Duncan’s multiple range test and presented as mean ± 

standard error of mean (SEM). A value of p < 0.05 was considered statistically 

significant for all analyses.  

 

3 Results 

 

3.1 Pytochemical screening of Syzygium jambos and Solanum guaraniticum extracts  
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HPLC fingerprinting revealed the presence of gallic, chlorogenic and ellagic 

acids, catechin, epicatechin, rutin, quercitrin, isoquercitrin, quercetin and kaempferol 

in both extracts and the percentage of each compound is shown in Figure 1. 

Furthermore, considering the chromatographic conditions used, caffeic acid was only 

detected in the Syzygium jambos extract.  

 

3.2 Viability tests 

 

After the incubation period, cell suspensions treated with Solanum 

guaraniticum ranging from 250 – 1000 µg/mL presented the number of live cells 

significantly lower than untreated cells, as demonstrated by trypan blue dye exclusion 

test. Furthermore, starting from the concentration of 500 µg/mL this extract also 

seems to be able to affect the membrane of cells tested, as can be observed in NRU 

and LDH leakage tests. However, any alteration was detected by MTT assay.  

Regarding Syzygium jambos extract, the viability assays NRU, trypan blue dye 

exclusion and LDH leakage did not showed cytotoxic effects at any concentrations 

tested. In contrast, MTT assay indicated higher mitochondrial activity on cells treated 

with this extract. 

All these results are presented at figure 2, which shows the dose response 

curve for all assays. 

 

3.3 Acetilcholinesterase (AChE) activity 

 

After the treatment period, Syzygium jambos extract at 1000 µg/mL, 

decreased AChE activity of spleen lymphocytes.However this effect was not 

observed with any concentration of Solanum guaraniticum extract (Figure 3).   

 

3.4 Artemia salina lethality test 

 

The results on A. salina assay indicate that both extracts had LC50 values less 

than 1.000 µg/mL indicating that they are biologically active and might be toxic to 

humans (Table 1). The mortality rates of A. salina were proportional to increase of 

extracts concentrations, which provide linearity in the dose-effect relationship of each 

extract and in determination of the LC50 value (data not shown). Syzygium jambos 
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presented a LC50 = 362.70 µg/ml when the A. saline were exposed for 24 hours to 

different concentrations of the extract. The toxicity of this extracts was not time-

dependent since a longer exposure time (48 hours) presented a similar LC50 value 

(LC50 = 391.02).  

However, the results obtained with Solanum guaraniticum extract showed a 

LC50 = 557.04 µg/ml when the A. salina were exposed for 24 hours to different 

concentrations of the extract and a LC50 = 113.31 µg/ml when 48h was the time of 

exposure. This suggests that the toxicity of Solanum guaraniticum could increase 

considerable with the time of exposure.  

 

4 Discussion 

 

The evaluation of the toxic action of plant extracts is indispensable in order to 

consider a treatment safe. In assessing the toxicity of plant extracts by A. salina 

bioassay, an LC50 value lower than 1.000 µg/ml is consider bioactive (Meyer et al. 

1982). Both extracts tested in this paper presented this feature; therefore, they can 

be considered biologically active and might be toxic to humans. Furthermore, 

Syzygium jambos seems to present its bioactive effects more quickly since LC50 of 

24h of A. salina exposure was lower than Solanum guaraniticum. However, with the 

increase of time of exposure (48h) Solanum guaraniticum demonstrated LC50 values 

much lower suggesting that it could be more toxic against A. salina than Syzygium 

jambos at this time. 

Furthermore, A. salina test is useful for the screening of plant extracts in order 

to predict their lethality. Previous studies (Logarto et al., 2011) already demonstrated 

that there is a good correlation (r = 0.85; p < 0.05) between the LC50 of the A. salina 

assay and the LD50 of the acute oral toxicity assay in mice. Based on this correlation 

result, a value of LC50 > 25 µg/ml in A. salina test corresponds to a LD50 value in vivo 

between 2.500 and 8.000 mg/kg. Therefore, we can assume that the LD50 of in vivo 

oral acute toxicity for Syzygium jambos and Solanum guaraniticum leaf extracts may 

be more than 2.500 mg/kg. 

The LC50 values (48h) of Syzygium jambos extract used in this study are 

similarly at those already founded for its methanolic leaf extracts (Mohanty, Cock, 

2010). Interestingly, LC50 of 24 h of Solanum guaraniticum was lower than LC50 of 

Solanum paniculatum already described (953.9 µg/mL) suggesting that this plant 
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may be more toxic than S. paniculatum (Silva et al., 2007) and this is of particular 

importance since these plants are frequently used without distinction. 

Moreover, Solanum guaraniticum extracts presented different results on 

viability tests, indicating cytotoxic effects. These results can be explained by the 

nature of the each assay indicating intracellular effects before a cell membrane 

damage occurred since the reduction in neutral red uptake and live cells count by 

trypan blue was observed at lower extract concentration than the increase on LDH 

leakage. Also, the extract didn´t affect mitochondrial activity in the incubation time 

used in our experiments.  

In contrast, Syzygium jambos seems to have presented a stimulatory effect on 

treated cells since increased MTT viability and it was reported that MTT assay could 

be used to monitor cell activation and to determine mitochondrial activity (Denis 

gerlier). However, none of the other viability assays used in this study suggest cell 

damage after the incubation with Syzygium jambos extract.  

Another interesting result was the inhibitory effect of Syzygium jambos extract 

on AChE activity of spleen lymphocytes. The function of the AChE in lymphoid tissue 

is to regulate the amount of ACh at the neighborhood of lymphoid cells according to 

immunologic demands (Nieto-Cerón et al., 2004). In this context, AChE emerges as 

a potential contributor to the pathway controlling inflammatory and immune response 

in the blood. In fact, it has been demonstrated that inhibitors of the AChE reduce 

lymphocyte proliferation and the secretion of pro-inflammatory cytokines and may 

attenuate inflammation by increasing the acetylcholine concentration in the 

extracellular space (Nizri, Hamra-Amitay, 2006). In line with this, the results present 

on this paper open doors to immunomodulatory and possible antiinflamatory 

properties of Syzygium jambos extract. 

With another point of view, McLaughlin, Rogers, Anderson (1998) have 

demonstrated that toxicity in the A. salina bioassay may indicate anticancer potential. 

Therefore, potentially toxic extracts such as Syzygium jambos and Solanum 

guaraniticum could also be tested as anticancer drugs. Particularly, the cytotoxic 

effects of Solanum guaraniticum extract demonstrated in this study merits further 

investigation against human cancer cell lines. 

 

 

 



95 
 

5 Conclusions 

 

The present study shows the bioactivity of Syzygium jambos and Solanum 

guaraniticum extracts in the A. salina lethality test and calls attention to possible toxic 

effects regarding its medicinal preparations. Furthermore, Solanum guaraniticum 

presented cytotoxic effects and seems to have a profound effect on lysosomes and 

cell membranes without affecting mitochondria. On the other hand, Syzygium jambos 

extract seems to increase mitochondrial activity of lymphocytes in addition to inhibit 

AChE suggesting an immunomodulatory property of this vegetal specie. Taken 

together these results are important since there are scarce data available about this 

local species and any new studies represent a significant contribution to the 

knowledge of these plants. 
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Tables: 

 

Table 1. Artemia salina lethality test of plant extracts under study 

 24 h 

 

48 h 

 LC50 
(µg/mL) 

95% 
Confidence 

interval 

LC50 
(µg /mL) 

95% 
Confidence 

interval 
Syzygium jambos 362.70 346.01 – 380.20 391.02 376.28 – 406.34 

Solanum guaraniticum 557.04 458.23 – 677.16 113.31 53.37 – 240.55 

Values are expressed as an average of triplicates. 



100 
 

Figure captions 

 

Figure 1. HPLC/DAD profile of extracts tested and quantification of phenolic compounds found. Gallic 

acid (peak 1), catechin (peak 2), chlorogenic acid (peak 3), caffeic acid (peak 4), ellagic acid (peak 5), 

epicatechin (peak 6), rutin (peak 7), quercitrin (peak 8), isoquercitrin (peak 9), quercetin (peak 10) and 

kaempferol (peak 11). Quantification results are expressed as mean ± SEM (n = 3) assessed by one 

way ANOVA followed by Duncan Multiple Comparison post hoc test. Means marked with different 

letters are significantly different (p < 0.05). ND = not detected.  
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Figure 2. Viability tests of spleen lymphocytes treated with Syzygium jambos and Solanum 

guaraniticum extracts: MTT assay (A), neutral red uptake test (B), trypan blue dye exclusion test (C), 

LDH leakage (D). Results are expressed as mean ± SEM (n = 6) assessed by one way ANOVA 

followed by Duncan Multiple Comparison post hoc test. (*), (**) and (***) denotes p<0.05, p<0.001 and 

p<0.0001, respectively, as compared to the respective control samples (without extracts).  

 

 

 

Figure 3. Effect of extracts tested on acetilcholinesterase activity of spleen lymphocytes. Results are 

expressed as mean ± SEM (n = 6) assessed by one way ANOVA followed by Duncan Multiple 

Comparison post hoc test. (*) denotes p<0.05 as compared the control (without extracts).  
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4.3 Safety assessment and behavioral effects of leaf ex tract of Solanum 

guaraniticum  in rats  

 

Manuscrito submetido ao periódico: International Journal of toxicology 

 

 



103 
 

Safety assessment and behavioral effects of leaf ex tract of Solanum 

guaraniticum  in rats 

 

Solanum guaraniticum : behavioral effects in rats 

 

Gabriela Bonfantia, Paula E. R. Bitencourtb, Karine S. De Bonaa, Luis Ricardo 

Perozac, Lariane O. Cargneluttib, Raphaela M. Borgesb, Aline S. Pigattod, Roselei 

Fachinettoac, Thissiane L. Gonçalvesa, Maria Beatriz Morettoab,* 

 

aPostgraduate Program in Pharmacology, Health Science Center, Federal University 

of Santa Maria (UFSM),  97105-900, Santa Maria, RS, Brazil 
bPostgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Health Science Centre, UFSM 
c Postgraduate Program in Toxicological Biochemistry,  Exact and Natural Sciences 

Center, UFSM 
d Franciscan University Center (UNIFRA), 97010-032, Santa Maria, RS, Brazil. 

 

Email addresses: 

Gabriela Bonfanti: gabriela_bonfanti@yahoo.com.br; 

Paula Eliete Rodrigues Bitencourt: bitencourt.paula@yahoo.com.br; 

Karine S. De Bona: ksbona@yahoo.com.br; 

Luis Ricardo Peroza: luisricardoperoza@gmail.com; 

Lariane Cargnelutti: larianecargnelutti@yahoo.com.br; 

Raphaela Maleski Borges: raphaela.borgess@hotmail.com; 

Aline S. Pigatto: alinepi@unifra.br; 

Roselei Fachinetto: roseleifachinetto@yahoo.com.br; 

Thissiane L. Gonçalves: thissianegoncalves@yahoo.com.br 

 

*Corresponding author:  

Prédio 26 – Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas 

Av. Roraima, 1000, Cidade Universitária, Bairro Camobi, Santa Maria, RS, Brazil. 

CEP: 97105-900  

Fone/fax: +55 55 3220 8018. 

Maria Beatriz Moretto 

beatriz@smail.ufsm.br 



104 
 

  

Abstract 

 

Solanum guaraniticum is a medicinal plant traditionally used to treat gastric 

and liver diseases. However, there is no documented evidence corroborating its 

safety. The present study evaluated the potential toxicity of the leaf extract of S. 

guaraniticum after acute administration in rats. Single doses of the extract (1,250, 

2,500 and 5,000 mg/kg) were administered by gavage and the rats were then 

monitored for 48 h or 14 days. Mortality, acute signs of toxicity and general activity in 

the open field test were assessed as well as hematological and biochemical 

parameters, enzymatic activities (δ-aminolevulinate dehydratase, 

acetylcholinesterase and N-acetyl-β-D-glucosaminidase) and oxidative stress 

parameters (lipid peroxidation level, non-protein thiol content, catalase activity of 

tissues and serum ferrous reducing power). The results showed that the 

administration of the extract produced no deaths (LD50 > 5,000 mg/kg) or significant 

adverse effects on food consumption, body weight gain, gross pathology and in other 

parameters. However, open field tests showed a decrease in spontaneous general 

activity (crossing and rearing) mainly at 48 h after treatment. Therefore, our results 

suggest that S. guaraniticum extract is not acutely toxic but the changes observed in 

the general behavior of rats require further investigation. 

 

Keywords : acute toxicity, leaf extract, medicinal plant safety, open field test, 

Solanum guaraniticum.  
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INTRODUCTION 

 

The consumption of medicinal plants has increased in recent years and this 

matter has received much attention since then. According to the World Health 

Organization between 70% and 90% of the world´s population — primarily those of 

developing countries — rely on plant-derived medicines for their healthcare1. 

However, traditional plants used for the treatment of diseases need further scientific 

investigation on their toxic side effects2. Moreover, systematic studies on the toxicity 

and, especially, on the pharmacological action of these plants must be conducted in 

order to make this practice safe and appropriate3.  

In this sense, the Solanum genus, which has approximately 1,400 species and 

is widely distributed throughout the world, has special importance in economy, 

agriculture and pharmaceutical sciences4. Of particular importance, Solanum 

guaraniticum A. St.-Hil (syn. S. fastigiatum) is a shrub with flowering and fruiting 

throughout the year that presents broad and simple leaves, white flowers and 

globose fruits that are yellow when ripe5. This species occurs in Paraguay, Argentina 

and Brazil6, and it is popularly known as false-jurubeba. The tea from its leaves is 

used in the treatment of anemias, fevers, spleen and liver diseases and as a tonic 

and digestive stimulant 7, 8. However, the Brazilian Pharmacopoeia describes only S. 

paniculatum L. as the true jurubeba9 and the interchangeable use of these two 

species by folk medicine is common.  

Some members of Solanaceae, which include tomatoes, potatoes and 

eggplants, are known to contain several types of steroidal glycoalkaloids10 that are 

toxic to humans and animals11. In line with this, there is paucity of data on the 

pharmacological and toxicological properties of S. guaraniticum. Previous studies 

have demonstrated evidences of liver toxicity at high doses of its extract 12 and, 

under the name S. fastigiatum, this specie has been related to bovine intoxications 

affecting the central nervous system of the animals5, 13, 14. 

The toxicity of medicinal plants occurs at several levels of biochemical 

systems and some metabolic enzymes could help on the identification of these 

impairments. In this context, the enzyme N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG; EC: 

3.2.1.30), which is present at high concentrations in renal proximal tubular cells15, 

could be released into the cytosol as a result of lysosomal membrane damage, 

indicating kidney injury16. Furthermore, acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) 
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plays a major role in the regulation of several physiological events17. The activity of 

the cholinergic system is vital to normal behavior and muscular function18. Therefore, 

the crucial role of this enzyme in neural transmission makes it a primary target of a 

large number of cholinesterase-inhibiting drugs and toxins 19, making it a valuable 

diagnostic tool for verifying exposure to chemical agents20. Also, the heme pathway 

enzyme delta-aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D, EC 4.2.1.24) presents high 

sensitivity to pro-oxidant situations and impairment of metabolic processes and has 

been used to evaluate toxicity21, 22. Previous studies of our group already 

demonstrated an inhibitory effect of S. guaraniticum extract on brain δ-ALA-D in vitro, 

suggesting a possible impairment of central nervous system caused by the extract23. 

Despite the popular use of S. guaraniticum for the treatment of various 

disorders, there is limited or no scientific data available regarding the safety aspects 

of this extract, nor are there any documented toxicological studies which can be used 

to ascertain the safety dose of this herbal preparation. Therefore, the present study 

aimed to carry out an extensive acute toxicity study of the leaf extract of S. 

guaraniticum in rats, by evaluating biochemical, hematological and oxidative 

parameters, the enzymatic activities of δ-ALA-D, NAG and AChE and the effects on 

general activity of animals by an open-field test.  

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Chemicals 

 

5’-aminolevulinic acid (δ-ALA), thiobarbituric acid, 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic 

acid) (DTNB), acetylthiocholine iodide and p-nitrophenyl-N-acetyl-b-D-glucosaminide 

were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). All other chemicals were of 

analytical grade and obtained from standard commercial suppliers.  

 

Plant Material 

 

Leaves of S. guaraniticum were collected in the city of Santa Maria, RS, Brazil. 

A voucher specimen was identified and deposited at the herbarium of the Federal 

University of Santa Maria (number 12980). The leaves were dried in a greenhouse, 

smashed in the knife mill and submitted to extraction with ethanol 80% in a Soxhlet 
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apparatus until exhaustion. After extraction, the solvent was completely evaporated 

in a rotavapor24 and analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC). A 

reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient conditions 

using C18 column (4.6 mm × 250 mm) packed with 5 µm diameter particles; the 

mobile phases were the mobile phase was: (A) acetonitrile: water (95:5, v/v) and (B) 

water: phosphoric acid (98:2, v/v), and the composition gradient was: 5% of A until 10 

min and changed to obtain 20%, 40%, 60%, 70% and 100% A at 20, 30, 40, 50 and 

60 min, respectively. The flow rate was 0.7 mL/min, injection volume 40 µl and the 

wavelength were 254 nm for gallic acid, 280 nm for catechin and epicatechin, 327 nm 

for chlorogenic, ellagic and caffeic acids, and 365 nm for rutin, isoquercitrin, 

quercitrin, kaempferol and quercetin. The chromatography peaks were confirmed by 

comparing their retention times with those of reference standards and by DAD 

spectra (200 to 500 nm). 

 

Animals  

 

Male adult albino Wistar rats (200-250 g) were maintained at 22 ± 2 °C and on 

a 12-h light/dark cycle.  The animals were allowed to adapt to laboratory conditions 

for one week prior to the start of the experiment. Tap water and a standard pellet diet 

were provided ad libitum throughout the experiment, except for the short fasting 

period where the drinking water was still in free access but no food supply was 

provided 12 h prior to the treatment. The animals were used according to the 

guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources of 

the Federal University of Santa Maria, Brazil (process number 23081.009003/2012-

01) and all efforts were made to minimize the number of animals used and their 

suffering.  

 

Study design 

 

The acute oral toxicity of the leaf extract of S. guaraniticum was evaluated 

based on the procedures outlined by the Organisation for Economic Co-operation 

and Development with minor modifications25, 26, 27. Following the 12 h fast, the 

extracts were suspended in water and administered by oral gavage at single doses of 

1,250, 2,500 and 5,000 mg/kg to the respective groups (n=6). Six animals received 
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distilled water and were regarded as the control group. Food was provided to the rats 

approximately one hour after treatment. Visual observations for mortality, behavioral 

pattern changes such as aggressiveness, food or water refusal, diarrhea, salivation, 

discharge from eyes and ears, noisy breathing, changes in locomotor activity, 

piloerection, tremors, convulsion, coma, injury, pain or any signs of illness in each 

treated group were monitored continuously for the first 4 h after dosing and 

periodically until 48 h. At the end of the observation time, all the surviving rats were 

euthanized.  

In a second experiment, animals were treated with the same doses of extract 

as described before and observed for 14 days for abnormal clinical signs and death. 

Rats were weighed on days 1, 7 and 14 after treatment26 and food and water 

consumption were measured daily. Rats were also submitted to an open field test to 

analyze changes in spontaneous locomotor activity at 3 h, 48 h and 14 days after the 

single dose treatments. All the surviving rats were euthanized on day 15. 

 

Open field test 

 

To analyze changes in spontaneous locomotor activity caused by the 

treatment with S. guaraniticum, the animals were placed individually in an open field 

arena (100 x 100 x 50 cm) with black plywood walls and a white floor divided into 20 

equal squares, as previously described28. The number of line crossings and rears 

were measured over 5 min as well as the defecation rate. 

 

Collection of blood and organ samples 

 

 At the end of both experiments (48 h and 14 days after the extract 

administration), the animals were anesthetized and blood samples were collected by 

cardiac puncture into tubes with or without EDTA for hematological and biochemical 

analyses, respectively. Samples of the brain, liver and kidney tissues were rapidly 

dissected, weighed and placed on ice. The tissues were immediately homogenized in 

10 mM Tris-HCl, ph 7.4 (1/10 w/v). The homogenates were centrifuged at 4,000 x g 

at 4 °C for 10 min to yield a low-speed supernatant (S1) that was used for the 

determination of δ-ALA-D, NAG, AChE and CAT activities, thiobarbituric acid reactive 
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substances (TBARS) levels and thiol content (NPSH). The protein content of S1 was 

measured by Peterson29.  

 

Organ macroscopic examination and organ-to-body wei ght ratio 

 

The liver, stomach, kidneys, lung, heart, spleen and small intestine of all 

animals were observed macroscopically in situ, based on the position, color, shape, 

size and consistency of the organs. Thereafter, vital organs such as the right kidney, 

the liver and the spleen were necropsied and examined macroscopically for any 

lesions or abnormalities and the appearance of the individual organs was compared 

between treated and control groups. Body weight and weight of the organs were 

measured and recorded. The relative organ weight of each animal was then 

calculated as follows: (absolute organ weight × 100%)/ body weight of rat on the day 

of sacrifice30. 

 

Biochemical and hematological analysis 

 

EDTA-blood samples were analyzed for white blood cells count (WBC), red 

blood cells count (RBC), hemoglobin (Hb) concentration, hematocrit (Ht), red blood 

cell distribution width (RDW), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular 

hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and 

platelet and differential leukocyte counts. Hematological analyses were performed 

using a fully automated hematological analyzer (KX-21N, Sysmex, Japan).  

Blood samples for biochemical analyses were allowed to clot and centrifuged 

at 3,400 rpm for 10 min (CELM LS-3 Plus, Brazil). The serum was collected and 

analyzed for the following biochemistry parameters: alanine aminotransferase (ALT), 

aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphates (ALP), albumin, glucose, 

total cholesterol, triglycerides, urea and creatinine. Measurements of biochemical 

parameters were performed using commercial kits and a semi-automated analyzer 

(BIO-2000, Bioplus, Brazil). 

 

Enzymatic assays 
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The δ-ALA-D activity in liver, kidney and cerebral cortex was assayed by the 

method of Sassa31. After a pre-incubation period, the enzymatic reaction was initiated 

by adding the substrate δ-aminolevulinic acid and the incubation was carried out at 

37 °C for 1 h for liver and kidney and for 3 h for cortical homogenate. The incubation 

was stopped by adding trichloroacetic acid solution 10% with 10 mM HgCl2. 

Porphobilinogen (PBG), which is formed during the incubation period, was mixed with 

modified Ehrlich's reagent, and the color developed was measured 

spectrophotometrically at 555 nm against a blank. The results were expressed as 

nmol PBG/mg protein/h.  

The AChE enzymatic assay in cerebral cortex was determined by a 

modification of the spectrophotometric method of  Ellman et al32 as previously 

described33. The reaction was initiated by adding 0.8 mM acetylthiocholine iodide 

(AcSCh) to the reaction mixture (2 mL final volume) containing 100 mM TFK, pH 7.5 

and 1 mM DTNB. The method is based on the formation of the yellow anion, 5,5´-

dithio-bis-acid nitrobenzoic, measured by absorbance at 412 nm during 2 min 

incubation at 25 °C. The enzyme activity was expressed in µmol AcSCh/h/mg 

protein.  

Samples for the measurement of kidney NAG activity were added to an 

enzyme reaction mixture that consisted of a substrate (p-nitrophenyl- N-acetyl-b-D-

glucosaminide) dissolved in sodium citrate buffer (pH 4.4). Following incubation at 37 

°C for 15 min, the reaction was stopped by adding 2-amino-2-methyl-1-propanol 

(AMP) buffer (pH 10.25), and the reaction product was measured 

spectrophotometrically at 405 nm. NAG activity in the kidney homogenate was 

proportional to the absorbance of the p-nitrophenylate ion liberated during enzymatic 

hydrolysis of the substrate, after correction of the absorbance of the blank sample. 

The results were expressed as U/L/g tissue34. 

 

Oxidative stress parameters 

 

Lipid peroxidation levels in liver, kidney and cerebral cortex tissues were 

estimated colorimetrically by measuring TBARS levels at 532 nm, according to the 

method of Buege and Aust35, and presented as nmol of MDA/mg protein. NPSH 

content in tissues was determined according to Ellman36  based on the development 

of a yellow color with DTNB, which is measured at 412 nm and presented as mmol 
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GSH/mg protein. CAT activity was assayed by the decomposition of hydrogen 

peroxide according to the method of Aebi37 and expressed as mmol H2O2 

consumed/min/mg protein. In addition, the total antioxidant power of serum was 

determined using the ferric reducing power (FRAP) assay, a colorimetric method 

based on the reduction of a ferric tripyridyltriazine complex to its ferrous form38. The 

results are presented as mM Fe2+.  

 

Statistical analysis 

 

The analyses were performed using Statistica for Windows, version 6.0 

(StatSoft. Inc. Tulsa, OK, USA). All data were analyzed using one way ANOVA 

followed by Duncan´s multiple range test and presented as mean ± standard error of 

mean (SEM). A value of p<0.05 was considered statistically significant for all 

analyses.  

 

 

RESULTS 

 

Pytochemical screening of S. guaraniticum extract  

 

HPLC fingerprinting revealed the presence of gallic, chlorogenic and ellagic 

acids, catechin, epicatechin, rutin, quercitrin, isoquercitrin, quercetin and kaempferol 

and the percentage of each compound is shown in Table 1. 

 

General clinical observations 

 

No death was recorded in any of the groups during the studied periods (48 h 

or 14 days). All treated animals showed piloerection immediately after dosing, which 

lasted approximately 15 min. Thereafter, all animals behaved normally and no 

significant changes in general appearance or behavioral pattern were noted till the 

end of observation times. Furthermore, the consumption of food and water was 

similar between treated and control groups throughout the experiment (data not 

shown). 
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Open field test 

 

In the open field test, the rats treated with 5,000 mg/kg of S. guaraniticum 

extract exhibited reduced total locomotor activity compared to the control group at 48 

h after dosing. When this parameter was evaluated at 3 h and 14 days after 

treatment, no differences between treated and control animals were found (Figure 1).  

The group treated with 5,000 mg/kg of extract also showed reduced rearing 

frequencies in the vertical exploration test at 3 h after dosing. However, a dose-

dependent reduction in the number of rears was observed in all treated rats at 48 h 

after administration of S. guaraniticum. Interestingly, this effect was not observed at 

14 days after treatment, when there was no difference between treated and control 

groups (Figure 1).   

In relation to the frequency of defecation, which indicates the level of anxiety, 

none of the treated animals presented differences to the control group in the number 

of fecal pellets (data not shown). 

 

Effect of the extract on organ weight and body weig ht gain 

 

Normal body weight gains were observed in all groups after 14 days of 

treatment (control, 46.4 g ± 3.2; 1,250 mg/kg, 45.2 g ± 6.5; 2,500 mg/kg, 40.6 g ± 4.1; 

5,000 mg/kg, 41 g ± 10.4). No significant difference was observed in relative organ 

weights of the treated rats when compared to control, following 48 h or 14 days after 

dosing (Table 2). In the same way, organ examination did not reveal any 

abnormalities or gross lesions.  

 

Effect of extract on hematological and biochemical parameters 

 

The hematological and biochemical profiles of the treated and control groups 

are presented in Tables 3 and 4, respectively. S. guaraniticum did not significantly 

alter hematological or serum biochemical parameters in comparison to control 

animals. 

 

Enzymatic activities and oxidative stress parameter s 
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The acute treatment with S. guaraniticum extract did neither promote any 

effect on liver, kidney and cerebral cortex δ-ALA-D activity nor on cerebral cortex 

AChE and kidney NAG activities (Table 5). 

In the kidney, there was a decrease in TBARS levels only at day 14 after 

treatment. Notwithstanding, the extract did not alter NPSH levels and CAT activity in 

the organs of the treated animals. Moreover, no significant difference was observed 

in FRAP levels between treated and control groups (Table 6). 

 

 

DISCUSSION 

 

Even though medicinal plants remain the first line of treatment for many 

ailments in developing countries where access to modern health facilities is limited, 

generally very little is known about their toxicity. This paradigm also applies to S. 

guaraniticum. To the best of our knowledge, there are no published studies on S. 

guaraniticum toxicological profile. Despite the fact that efficacy is one of the 

overriding criterions in the selection of medicinal plants for use in health care 

systems, safety should never be overlooked and formal toxicological evaluation of 

medicinal plants should be done as part of the validation process39. In this sense, the 

present acute oral toxicity study demonstrated the safety profile of the leaf extract of 

S. guaraniticum. On the basis of the presented results and under the conditions of 

this study, the lethal dose (LD50) of S. guaraniticum extract after a single oral 

administration in male Wistar rats was expected to be more than 5,000 mg/kg, which 

corroborates previous studies in mice12. Therefore, the extract could be characterized 

as nontoxic according to the classification proposed by Loomis and Hayes40.  

The reduction in the number of rearings and crossings may suggest that S. 

guaraniticum caused alterations in the activity of the central nervous system41, 42, 43. 

Furthermore, it is interesting to note that the behavioral effects were more 

pronounced at 48 h after the treatment, at a dose-dependent manner, and the 

behavior of rats was similar to the controls at day 14 after the treatment. In line with 

this, it is possible that the presently reported effect of S. guaraniticum extract may be 

delayed and short-lasting, once the animals had normal behavior at the end of the 

second experiment.  
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General activity is an index for evaluating induced behavioral changes in 

animals, not only by physiological and genetic manipulation, but also by toxicological 

interference44. Among the techniques used to assess general activity, open field 

enables to measure various behavioral parameters, among which are those related 

to emotional, exploratory and motor behavior45. In fact, the decrease in locomotor 

and rearing frequencies caused by the extract administration might suggest some 

depressant properties of S. guaraniticum.  

The similarity of water and food consumptions and weight gain between 

treated and control groups during the study period reaffirms that S. guaraniticum 

treatment did not have major adverse effects. Despite a previous study has shown an 

increase in AST and ALT activities in mice12, it must be recognized that various 

extraction procedures of the same herb, or plant part, produce final products of 

varying chemical composition46. Moreover, environmental factors such as climate, 

soil and water changes may also modify the chemical composition of the plant, as 

well as differences in the animal species studied, which result in diverse biological 

effects.  

The antioxidant properties of S. guaraniticum have been reported in vitro and 

in vivo12, 23, 47. However, the treatment with a single dose of different concentrations 

of extract in this study did not modify significantly the antioxidant status in animal 

tissues and serum, as assessed by TBARS, NPSH and FRAP levels and CAT 

activity, except in the kidneys where TBARS levels were decreased. These results 

suggest that the extract could influence the renal function and have a renal protective 

action.   

Similarly, previous results of our laboratory have demonstrated the inhibitory 

effect of the extract on brain δ-ALA-D activity in vitro, suggesting a neurotoxic effect. 

However, this effect was not observed after the in vivo acute treatment. This could be 

explained by the complex pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics of 

plant extracts48, 49. Plant extracts are composed of various components, mostly with 

unknown pharmacological and dose–response data50. The numerous bioactivities 

found in in vitro studies are not always meaningful to human health because the 

bioavailability of this natural product appears to be limited and only low plasma 

concentrations are detected in vivo51. In this context, in vivo studies are helpful to 

clarify the actual biological properties of plant constituents by considering their 

metabolism and pharmacokinetic. 
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Toxicity studies in appropriate animal models are therefore commonly used to 

assess the potential health risk to humans. This is a key stage in ensuring the safety 

of drugs and an acute toxicity study is just one of the batteries of toxicity tests that 

are used for such purposes52.  Indeed, the fact that no severe toxic effects were 

observed in the acute toxicity study of S. guaraniticum indicates that this plant 

preparation is safe for short-term treatments and this low toxicity may have been 

responsible for its widespread use in different ethno-therapeutic interventions. 

However, this safety assertion may not be applicable to herbal preparation taken for 

a long period and to add further information on the safety, a chronic toxicity study is 

recommended. 

 

 

CONCLUSION  

 

In conclusion, this study provides valuable data on the acute oral toxicity 

profile of S. guaraniticum. Based on the toxicological parameters evaluated, it can be 

concluded that this medicinal plant is not acutely toxic but appears to possess some 

action on general behavior of rats, a biological property that deserves greater 

attention. Therefore, the present results may be helpful for therapeutic decisions with 

respect to the toxicology of S. guaraniticum extract and should be very useful for any 

future in vivo and clinical study of this plant medicine.  
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Table 1. Quantification of phenolic compounds found in HPLC analyses 

 

Compounds 

 S. guaraniticum extract  

  

 mg/g % 

Gallic acid  7.41 ± 0.03 0.74 

Catechin  10.53 ± 0.01  1.05 

Chlorogenic acid  26.85 ± 0.06  2.68 

Ellagic acid  20.07  ± 0.02  2.078 

Epicatechin  4.71  ± 0.02  0.47 

Rutin  39.85 ± 0.01  3.98 

Quercitrin  11.36 ± 0.05  1.13 

Isoquercitrin  19.54 ± 0.01  1.95 

Quercetin  5.17 ± 0.01  0.51 

Kaempferol  9.73 ± 0.05  0.97 

 
Results are expressed as mean ± SEM (n = 3) 
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Table 2.  Body weight and organ body index of rats after 48 h and 14 days of S. 
guaraniticum treatment. 

 
Control 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg 

48 h 
    

Body weight (g) 216.8 ± 6.6 216.3 ± 11.6 214.5 ± 8.6 205.2 ± 7.1 
Liver (%) 4.1 ± 0.3 4.23 ± 0.2 4.06 ± 0.3 3.87 ± 0.2 
Kidney (%) 0.42 ± 0.01 0.41 ± 0.01 0.43 ± 0.02 0.40 ± 0.01 
Spleen (%) 0.26 ± 0.02 0.27 ± 0.01 0.28 ± 0.01 0.26 ± 0.01 

     14 days 
    

Body weight (g) 277.2 ± 7.3 278.8 ± 9.9 281.8 ± 11.6 249.3 ± 3 
Liver (%) 3.66 ± 0.1 3.49 ± 0.1 3.54 ± 0.1 3.67 ± 0 .2 
Kidney (%) 0.36 ± 0.01 0.34 ± 0.01 0.36 ± 0.01 0.38 ± 0.03 
Spleen (%) 0.21 ± 0.01 0.20 ± 0.01 0.21 ± 0.01 0.21 ± 0.03 

Data are expressed as mean ± SEM of six rats per group. Asterisk denotes p<0.05 
compared to control group by one-way ANOVA followed by Duncan’s test. 
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Table 3.  Hematological profile of rats after 48 h and 14 days of S. guaraniticum 
treatment.  

 
Control 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg 

48 h 
    

WBC (x103/mm3) 8.63 ± 1.28 9.05 ± 0.35 7.90 ± 1.42 7.21 ± 0.76 
RBC (x106/mm3) 7.21 ± 0.14 7.08 ± 0.08 7.13 ± 0.19 7.35 ± 0.16 
Hb (g/dL) 13.18 ± 0.18 13.33 ± 0.11 13.36 ± 0.19 13.42 ± 0.25 
HCT (%) 42.03 ± 0.67 40.93 ± 0.45 41.76 ± 1.08 42.02 ± 0.65 
MCV (fL) 58.35 ± 0.62 57.82 ± 0.47 58.58 ± 0.74 57.15 ± 0.58 
MCH (pg) 18.28 ± 0.29 18.83 ± 0.18 18.68 ± 0.52 18.27 ± 0.38 
MCHC (g/dL) 31.37 ± 0.2 32.58 ± 0.14 32.04 ± 0.56 31.93 ± 0.41 
Platelets 
(x103/mm3) 1232 ± 66.2 1133 ± 66.5 1140 ± 83 1173 ± 58.76 

RDW (%) 13.02 ± 0.24 13.33 ± 0.34 13 ± 0.41 13.88 ± 0.64 
Eosinophils (%) 0.66 ± 0.21 0.83 ± 0.3 0.8 ± 0.2 1.5 ± 0.71 
Monocytes (%) 2.66 ± 0.33 2.33 ± 0.33 2.6 ± 0.4 2.83 ± 0.47 
Lymphocytes (%) 81.67 ± 2.34 72.17 ± 6.97 79.2 ± 2.78 76.83 ± 2.6 
Neutrophils (%) 16.33 ± 2.49 23 ± 7.12 14.5 ± 3.5 19.17 ± 2.28 

     
14 days     
WBC (x103/mm3) 10.05 ± 1.05 9.93 ± 0.73 8.53 ± 1.05 8.91 ± 0.82 
RBC (x106/mm3) 7.2 ± 0.06 7.4 ± 0.27 7.53 ± 0.11 7.85 ± 0.14 
Hb (g/dL) 13.58 ± 0.2 13.43 ± 0.33 13.82 ± 0.19 14.17 ± 0.26 
HCT (%) 41.65 ± 0.56 41.42 ± 1.04 42.85 ± 0.38 44.38 ± 0.58* 
MCV (fL) 57.82 ± 0.47 56.07 ± 0.76 56.92 ± 0.74 56.57 ± 0.72 
MCH (pg) 18.83 ± 0.21 18.2 ± 0.34 18.37 ± 0.44 18.03 ± 0.25 
MCHC (g/dL) 32.62 ± 0.22 32.45 ± 0.18 32.27 ± 0.42 31.92 ± 0.35 
Platelets 
(x103/mm3) 

1045 ± 28 1210 ± 64.2 955.7 ± 104.6 937.3 ± 177 

RDW (%) 11.87 ± 0.3 13.03 ± 0.4 12.05 ± 0.44 12.05 ± 0.21 
Eosinophils (%) 0.83 ± 0.4 1 ± 0.51 0.33 ± 0.21 0.5 ± 0.34 
Monocytes (%) 1.5 ± 0.42 2 ± 0.51 2.16 ± 0.47 0.83 ± 0.3 
Lymphocytes (%) 78.5 ± 2.11 79.67 ± 2.6 76 ± 1.34 82.17 ± 1.32 
Neutrophils (%) 16.33 ± 1.28 17.50 ± 2.48 20.33 ± 0.98 15.33 ± 0.95 

White blood cell counts (WBC), red blood cells counts (RBC), hemoglobin (Hb), 
hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean cell hemoglobin  (MCH), 
mean cell corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and red blood cell 
distribution width (RDW). Data are expressed as mean ± SEM. Asterisk denotes 
p<0.05 compared to control group by one-way ANOVA followed by Duncan’s test. 
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Table 4.  Serum biochemical parameters of rats after 48 h and 14 days of S. 
guaraniticum treatment 

 
Control 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg 

48 h 
    

AST (U/L) 95.83 ± 4.7 122.7 ± 21.15 115.7 ± 14.4 87.83 ± 3.45 
ALT (U/L) 45.67 ± 3.73 52.67 ± 4.63 51.17 ± 7.78 42.33 ± 3.2 
ALP (U/L) 721.7 ± 34.5 878.70 ± 97.5 612.80 ± 68.2 677.3 ± 75.9 
Urea (mg/dL) 44.33 ± 4.24 48.00 ± 3.27 43.83 ± 3.88 47.33 ± 4.31 
Creatinine (mg/dL) 0.43 ± 0.08 0.53 ± 0.04 0.53 ± 0.04 0.49 ± 0.06 
Albumin (g/dL) 2.92 ± 0.17 2.87 ± 0.13 2.87 ± 0.1 3.07 ± 0.29 
Glucose (mg/dL) 156.6 ± 9.6 158.1 ± 15.62 150.6 ± 9.18 148.2 ± 13.53 
Cholesterol (mg/dL) 56 ± 6.27 57.12 ± 6.66 55.6 ± 5.24 56.62 ± 4.38 
Triglyceride (mg/dL) 202.8 ± 12.76 185.9 ± 27.25 181.2 ± 22.66 157.2 ± 12.4 

     
14 days 

    
AST (U/L) 94.67 ± 8.26 107.8 ± 7.87 103.4 ± 9.35 97.8 ± 9.2 
ALT (U/L) 36.17 ± 3 42.17 ± 3.69 44.83 ± 2.97 43.4 ± 5.11 
ALP (U/L) 565 ± 31.2 513.8 ± 49.9 439 ± 13.8 624.8 ± 39.6 
Urea (mg/dL) 40 ± 2.03 35.83 ± 1.86 36.17 ± 2.12 36.2 ± 2.17 
Creatinine (mg/dL) 0.88 ± 0.25 0.56 ± 0.04 0.66 ± 0.09 0.58 ± 0.17 
Albumin (g/dL) 2.88 ± 0.09 2.63 ± 0.12 2.93 ± 0.12 3.04 ± 0.17 
Glucose (mg/dL) 194.6 ± 8.04 185.05 ± 15.71 180.6 ± 15.13 179 ± 14.87 
Cholesterol (mg/dL) 64.81 ± 4 65.47 ± 4.34 62.53 ± 6.94 69.72 ± 5.2 
Triglyceride (mg/dL) 187.5 ± 26.81 203.4 ± 18.34 217.8 ± 10.13 189.1 ± 28.38 
Aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT), alkaline phosphatase 
(ALP). Data are expressed as mean ± SEM. Asterisk denotes p<0.05 compared to 
control group by one-way ANOVA followed by Duncan’s test. 
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Table 5.  Tissue enzyme activity of rats after 48 h and 14 days of S. guaraniticum 
treatment. 

 Control 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg 
48 h 

    
Liver δ-ALA-D 8.61 ± 0.57 9.82 ± 0.48 9.67 ± 0.91 8.55 ± 0 .41 
Kidney δ-ALA-D 3.66 ± 0.12 3.9 ± 0.33 3.96 ± 0.32 3.74 ± 0.23 
Cortex δ-ALA-D 1.1 ± 0.08 1.17 ± 0.13 1.32 ± 0.13 1.09 ± 0.05 
Cortex AChE 0.68 ± 0.06 0.9 ± 0.03 0.81 ± 0.1 0.82 ± 0.05 
Kidney NAG 401.2 ± 47.8 450.9 ± 43.7 415.5 ± 91.7 370.4 ± 79.2 

     
14 days     
Liver δ-ALA-D 11.01 ± 0.32 11.64 ± 0.32 11.04 ± 0.28 10.32 ± 0.42 
Kidney δ-ALA-D 4.58 ± 0.34 5.28 ± 0.27 4.24 ± 0.31 4.25 ± 0 .29 
Cortex δ-ALA-D 1.85 ± 0.44 1.82 ± 0.33 1.65 ± 0.33 1.78 ± 0 .33 
Cortex AChE 0.62 ±0.14 1.05 ± 0.08 0.93 ± 0.12 0.88 ± 0.2 
Kidney NAG 212 ± 24.1 221.4 ± 15.6 215.3 ± 19.4 276.2 ± 22.6 

δ-aminolevulinate dehydratase activity (δ-ALA-D; nmol porphobilinogen (PBG)/mg 
protein/h). Acetylcholinesterase actitivty (AChE; µmol AcSCh/h/mg of protein). N-
acetyl-b-D-glucosaminidase (NAG; U/L/g tissue). Data are expressed as mean ± 
SEM. Asterisk denotes p<0.05 compared to control group by one-way ANOVA 
followed by Duncan’s test. 
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Table 6 : Oxidative status of rats after 48 h and 14 days of S. guaraniticum treatment. 

 
Control 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg 

48 h 
    

Liver TBARS 0.54 ± 0.11 0.65 ± 0.19 0.46 ± 0.07 0.63 ± 0.13 
Kidney TBARS 0.83 ± 0.14 0.76 ± 0.11 0.67 ± 0.12 0.54 ± 0.07 
Cortex TBARS 2.66 ± 0.36 2.6 ± 0.31 2.62 ± 0.13 2.49 ± 0.12 
Liver NPSH 2.79 ± 1.18 1.66 ± 0.09 1.57 ± 0.27 2.19 ± 0.22 
Kidney NPSH 2.51 ± 0.46 3.38 ± 0.33 3.23 ± 0.68 3.22 ± 0.4 
Cortex NPSH 9.11 ± 2.91 8.09 ± 2.19 7.6 ± 1.11 8.9 ± 2.94 
Liver CAT 10.55 ± 0.52 10.98 ± 0.74 8.78 ± 0.25 9.87 ± 0.29 
Kidney CAT 5.97 ± 0.2 5.92 ± 0.2 5.70 ± 0.51 5.59 ± 0.41 
Cortex CAT 0.93 ± 0.21 0.89 ± 0.25 0.61 ± 0.09 0.55 ± 0.08 
Serum FRAP 0.46 ± 0.03 0.53 ± 0.07 0.55 ± 0.08 0.51 ± 0.09 

     
14 days 

    
Liver TBARS 0.45 ± 0.12 0.69 ± 0.2 0.47 ± 0.08 0.59 ± 0.23 
Kidney TBARS 1.50 ± 0.29 0.83 ± 0.08* 0.69 ± 0.1** 0.89 ± 0.08* 
Cortex TBARS 4.04 ± 0.89 3.03 ± 0.89 2.39 ± 0.5 2.75 ± 0.32 
Liver NPSH 3.24 ± 0.94 2.38 ± 0.7 2.60 ± 0.4 2.96 ± 0.75 
Kidney NPSH 3.41 ± 0.47 2.73 ± 0.35 2.69 ± 0.32 3.73 ± 0.41 
Cortex NPSH 5. 18 ± 0.33 6.53 ± 0.72 7.35 ± 1.03 7.44 ± 0.94 
Liver CAT 8.52 ±0.3 8.46 ± 0.23 8.20 ± 0.14 8.28 ± 0.41 
Kidney CAT 4.87 ± 0.12 4.58 ± 0.2 4.72 ± 0.15 4.79 ± 0.18 
Cortex CAT 1.57 ± 0.6 1.59 ± 0.49 1.17 ± 0.39 1.03 ± 0.3 
Serum FRAP 0.47 ± 0.04 0.56 ± 0.04 0.56 ± 0.02 0.48 ± 0.02 

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS; nmol MDA (malondialdehyde)/mg 
protein). Non-protein thiol groups (NPSH; mmol GSH/mg protein). Catalase (CAT; 
mmol H2O2 consumed/min/mg protein). Ferric reducing power (FRAP; mM Fe2+). 
Data are expressed as mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01 compared to control group 
by one-way ANOVA followed by Duncan’s test. 
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Figure 1.  Open field exploration. The effect of different single doses of S. guaraniticum 

extract in rats was evaluated after 3 h, 48 h and 14 days of treatment. (A) Number of 

crossing in 5 min. (B) Number of rearing in 5 min. Data are presented as mean ± SEM. 

Asterisk denotes p<0.05 compared to control group by one-way ANOVA followed by 

Duncan’s test. 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

O uso de plantas medicinais em todo o mundo, e especialmente na América 

do Sul, contribui significativamente para os cuidados primários de saúde (WHO, 

2001). Essa prática popular é acompanhada da crença de que as plantas 

apresentam baixa toxicidade devido a sua origem natural, mesmo sabendo-se que o 

tratamento com plantas medicinais, assim como o uso de medicamentos 

convencionais, pode causar efeitos adversos e interações medicamentosas 

(JORDAN, CUNNINGHAN, MARLES, 2010, SEEF, 2007). Assim, o presente estudo 

teve como objetivo investigar o efeito dos extratos das espécies vegetais Syzygium 

jambos e Solanum guaraniticum, popularmente utilizadas como medicinais no Rio 

Grande do Sul, em diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo. 

As folhas das plantas foram utilizadas para a preparação dos respectivos 

extratos vegetais por serem as partes mais utilizadas na preparação de remédios 

caseiros na medicina popular. A caracterização cromatográfica desses extratos 

revelou a presença de compostos fenólicos importantes como ácido gálico, elágico e 

clorogênico, catequina e epicatequina, rutina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina e 

canferol em ambos os extratos e ainda a presença de ácido cafeico somente no 

extrato de Sygyzium jambos. Também, uma análise quantitativa demonstrou que 

ambos os extratos apresentam um conteúdo considerável de compostos fenólicos e 

flavonóides totais e de vitamina C. Tais resultados são importantes no 

esclarecimento do teor e identificação dos compostos bioativos presentes nessas 

plantas, já que poucos dados são encontrados na literatura sobre essas espécies 

locais. 

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fenólicos 

presentes na maioria das plantas, tem sido associado a uma menor incidência de 

doenças relacionadas com o estresse oxidativo (DROGE, 2002). Nesse sentido, o 

presente estudo procurou avaliar por diferentes métodos a atividade antioxidante 

dos extratos de Syzygium jambos e Solanum guaraniticum. Primeiramente, 

eritrócitos humanos foram utilizados experimentalmente, in vitro, já que essas 

células são consideradas um modelo interessante para investigar o potencial 

antioxidante de componentes e extratos vegetais (MIKSTACKA; RIMANDO; 

IGNATOWICZ, 2010). Nossos resultados demonstraram que ambos os extratos 
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foram capazes de proteger as células contra um dano oxidativo causado por H2O2, 

ao diminuir o nível de lipoperoxidação, sendo que o extrato de Syzygium jambos foi 

mais potente já que apresentou esse efeito em concentrações menores. Outra 

evidência da capacidade antioxidante dos extratos foi a diminuição do efeito 

hemolítico provocado por radicais livres após a incubação dos eritrócitos com 2,2′-

azobis(-amidinopropano) dihidrocloridrato (AAPH). De forma similar ao resultado 

anterior, o extrato de Syzygium jambos foi mais eficaz em conter esse efeito 

hemolítico e manter a estabilidade osmótica dos eritrócitos. 

Outro modelo experimental utilizado foi a indução de estresse oxidativo em 

amostras de tecidos animais, in vitro, utilizando nitroprussiato de sódio (NPS), no 

qual ambos os extratos foram capazes de proteger os tecidos cerebral, hepático e 

renal contra o processo de lipoperoxidação e, novamente, o extrato de Syzygium 

jambos apresentou maior potência. O nível de compostos tiólicos não protéicos 

(NPSH) em tecido cerebral, também foi mantido pelos extratos nessas condições 

experimentais, demonstrando um efeito interessante na homeostase redox desse 

tipo de tecido. 

Sabendo que os compostos fenólicos podem exercer a sua atividade 

antioxidante através de diversos mecanismos e considerando que esses compostos, 

identificados e quantificados nos extratos, possam ser os principais responsáveis 

pelas suas ações protetoras, algumas avaliações foram feitas a fim de determinar 

seus possíveis mecanismos de ação. Ambos os extratos apresentaram capacidade 

removedora de H2O2 e NO, atividade quelante de íons Fe2+ e capacidade redutora, 

sendo que o extrato de Syzygium jambos se mostrou mais potente e ainda 

apresentou atividade mimética às enzimas tiol-peroxidades. Portanto, esses 

resultados estão de acordo com as atividades antioxidantes protetoras de ambos os 

extratos nos diferentes modelos de indução de estresse oxidativo utilizados nesse 

estudo e essa avaliação por diferentes métodos é fundamental para um melhor 

entendimento do potencial das atividades biológicas dos extratos de plantas.  

Outro aspecto avaliado nesse estudo foi o efeito dos extratos de Syzygium 

jambos e Solanum guaraniticum na atividade da enzima δ-ALA-D de eritrócitos e 

tecidos de ratos, in vitro. A enzima δ-ALA-D tem sido utilizada em diversos estudos 

como marcador de compostos pro-oxidantes ou tóxicos (NOGUEIRA et al.,  2003; 

SOUZA et al., 2009; ROCHA et al., 2012). Nesse sentido, observou-se uma inibição 

da atividade da enzima eritrocitária por ambos os extratos, sendo que o extrato de 
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Solanum guaraniticum foi mais potente, provocando inibição mesmo nas menores 

doses testadas. Ainda, a manutenção do efeito dos extratos na atividade da δ-ALA-D 

em presença de um agente protetor tiólico, o DTT, indicou que os grupamentos 

tiólicos do sítio ativo da enzima não parecem estar envolvidos no mecanismo de 

inibição enzimática. Por outro lado, já que a adição de íons zinco ao meio de 

incubação foi capaz de reverter parte da inibição enzimática pode-se sugerir um 

envolvimento desses íons metálicos presentes no sítio ativo da enzima no 

mecanismo de inibição. Além de participar diretamente da atividade catalítica da δ-

ALA-D, o íon Zn também está envolvido na estabilização dos grupos tiólicos e a sua 

remoção pode acelerar a oxidação da enzima (EMANUELLI et al., 1998; BEBER et 

al., 1998). Essa inibição da atividade da δ-ALA-D pode provocar um acúmulo de seu 

substrato δ-ALA, que pode ter propriedades pro-oxidantes e provocar um 

desequilíbrio no estado redox das células (BECHARA, 1996; BECHARA et al., 

2007). Entretanto, nas condições experimentais utilizadas, não foi observado 

nenhuma alteração pro-oxidante provocada pelos extratos. 

Quando o efeito dos extratos foi avaliado na atividade da δ-ALA-D em tecidos 

cerebral, hepático e renal de ratos, apenas o extrato de Solanum guaraniticum foi 

capaz de causar inibição, na maior dose testada e unicamente em tecido cerebral. 

Esse efeito pode estar relacionado aos relatos de efeitos neurotóxicos apresentados 

por bovinos que ingerem grande quantidade dessa planta (PAULOVICH  et al., 2002; 

RECH  et al., 2006) e merece ser destacado já que alerta para um possível efeito 

tóxico. 

Como método de avaliação preliminar de toxicidade, os extratos estudados 

foram submetidos ao teste de letalidade da Artemia salina, que tem sido 

frequentemente empregado para a avaliação toxicológica de extratos vegetais 

(ASHAFA, 2013;  NGUTA;  MBARIA, 2013; RAHMAN et al., 2013). Ambos os 

extratos apresentaram uma concentração letal média (CL50) inferior a 1000 µg/mL e 

podem ser considerados como bioativos (MEYER et al., 1982). Além disso, apesar 

de o extrato de Syzygium jambos apresentar efeitos tóxicos mais rapidamente, 

devido a menor CL50 após 24h de exposição, essa toxicidade não é dependente do 

tempo e, ao final das 48h de exposição o extrato de Solanum guaraniticum 

demonstrou maior potencial tóxico. Apesar dos poucos dados na literatura sobre 

essas espécies vegetais, o valor de CL50 do extrato de Syzygium jambos após 48h 

de exposição foi semelhante ao valor já descrito na literatura para o seu extrato 
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metanólico (MOHANTY; COCK, 2010). Outro fato interessante é que a CL50 em 48h 

do extrato de Solanum guaraniticum encontrado nesse trabalho é menor do que o 

valor reportado na literatura para o extrato das folhas de Solanum paniculatum 

reafirmando a idéia de que a substitiução dessas plantas no uso popular pode 

provocar danos à saúde (SILVA et al., 2007).  

Além disso, os efeitos dos extratos na viabilidade celular de linfócitos de baço 

de ratos demonstraram que o extrato de Solanum guaraniticum apresenta efeitos 

citotóxicos ao reduzir o número de células viáveis, como demostrado no teste do 

azul tripan. Mais especificamente, esse extrato parece provocar lesões nas 

membranas citoplasmáticas e sobre os lisossomas das células, já que apresentou 

aumento da liberação da enzima LDH e redução da incorporação do corante 

vermelho neutro. Entretanto, parece não afetar a atividade mitocondrial das células, 

já que o teste do MTT não mostrou diferenças entre as células tratadas ou não com 

esse extrato. Por outro lado, o extrato de Syzygium jambo não demonstrou efeito 

pelos ensaios empregados (azul tripan, vermelho neutro e LDH), porém, no teste do 

MTT indicou um aumento da atividade mitocondrial, podendo sugerir que esse 

extrato possa ter algum efeito estimulatório nessas células, já que o teste do MTT 

também é utilizado para monitorar ativação celular (GERLIER; THOMASSET, 1986). 

 Outro efeito interesante foi o aumento da atividade da enzima AChE 

provocado pelo extrato de Syzygium jambos. Considerando que essa enzima tem 

papel de regular a quantidade de acetilcolina nas células linfoides de acordo com 

demandas imunológicas esse resultado pode sugerir um papel imunomodulatório do 

extrato, alertando para uma possível atividade antiinflamatória (NIETO-CERÓN et 

al., 2004).  

Em relação à avaliação da toxicidade oral aguda do extrato de Solanum 

guaraniticum em ratos foi possível determinar que a DL50 é superior a 5000 mg/kg e, 

portanto, esse extrato pode ser considerado não tóxico para o consumo humano 

(OECD, 2001). De acordo com estudos anteriores, há uma boa correlação entre a 

CL50 do teste de letalidade da A. salina e a DL50 obtida no teste oral de toxicidade 

aguda in vivo. Assim, extratos com CL50 > 25 µg/ml, como o Solanum guaraniticum, 

apresentariam um valor de DL50 in vivo entre 2.500 e 8.000 mg/kg, corroborando o 

resultado desse estudo (LOGARTO et al., 2001). 

No teste in vivo, os animais tratados com o extrato, não apresentaram efeitos 

colaterais significantes e mantiveram seu consumo de água e comida, ganho de 
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peso e peso relativo dos órgãos vitais semelhantes aos dos animas controle. 

Também não apresentaram alterações nos perfis lipídicos e hematológicos assim 

como nos marcadores do perfil oxidativo avaliados e nas atividades das enzimas 

AChE, NAG e δ-ALA-D. O fato de o extrato in vivo não reproduzir os efeitos de 

inibição da atividade da δ-ALA-D observada nos experimentos in vitro pode ser 

devido aos processos de metabolização do extrato e das suas características 

farmacocinéticas. Ainda, considerando que a biodisponibilidade do extrato ou de 

seus metabólitos não é conhecida, a concentração após a administração in vivo 

pode ser diferente daquela empregada nos estudos in vitro, justificando a 

importância desse tipo de estudo para a elucidação das propriedades 

biologicamente relevantes.  

Além disso, foi interessante observar que o extrato de Solanum guaraniticum 

foi capaz de alterar o padrão de comportamento geral dos animais, avaliado no teste 

de campo aberto, quando comparados ao grupo controle. A administração única do 

extrato provocou uma redução no número de cruzamentos e levantamentos, 

principalmente após 48 horas do tratamento. É possível sugerir que o extrato 

provoque depressão no SNC (MORA et al., 2005, YASAR et al., 2012), e que esse 

efeito se apresenta de forma tardia podendo estar relacionado ao processo de 

metabolização do extrato, onde novos compostos fitoquímicos podem ser formados 

com ações farmacológicas ainda desconhecidas. Além disso, o fato desse efeito não 

estar presente após 14 dias da administração do extrato sugere que o efeito não é 

permanente, mas merece atenção nos próximos estudos em relação às 

propriedades medicinais dessa planta.  

 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 

A partir dos diferentes modelos experimentais desenvolvidos no presente 

estudo podemos concluir: 
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1) os extratos das folhas de Syzygium jambos e Solanum guaraniticum 

possuem constituintes fitoquímicos de atividade antioxidante já reconhecida na 

literatura;  

2) ambos os extratos apresentaram atividade protetora em diferentes modelos 

de indução de estresse oxidativo,  mostrando-se efetivos em conter danos celulares 

como a lipoperoxidação, hemólise e diminuição de defesas antioxidantes, como os 

grupamentos tiólicos; 

3) tais atividades antioxidantes podem ocorrer através de diferentes 

mecanismos: remoção de espécies reativas, quelação de metais ou processos de 

redução; 

4) ambos os extratos são capazes de inibir a atividade da δ-ALA-D em 

eritrócitos e o íon zinco da estrutura da enzima parece estar envolvido; 

5) a inibição da atividade da δ-ALA-D em tecido cerebral só ocorre, in vitro, 

em altas concentrações do extrato de Solanum guaraniticum; 

6) o extrato de Sizigium jambos promoveu aumento da atividade mitocondrial 

juntamente com inibição da enzima AChE em linfócitos esplênicos, sugerindo efeitos 

imunomodulatórios; 

7) ambos os extratos demonstraram atividade no teste de letalidade da A. 

salina entretanto somente o extrato de Solanum guaraniticum provocou efeitos 

citotóxicos em linfócitos esplênicos;  

8) o extrato de Solanum guaraniticum não é tóxico quando administrado em 

única dose e por via oral a ratos, entretanto pode ter efeito depressor do sistema 

nervoso central. 

 

Assim, podemos inferir que as espécies vegetais estudadas podem ser 

reconhecidas como fonte de antioxidantes naturais e tem uso prospectivo na 

medicina preventiva contra doenças relacionadas ao estresse oxidativo. Entretanto, 

os efeitos sobre a atividade da enzima δ-ALA-D, teste de letalidade da A. salina, 

parâmetros de viabilidade celular além dos efeitos comportamentais observados, 

alertam sobre propriedades nocivas, demonstrando que seu uso popular deve ser 

feito com cautela até que uma maior investigação em relação ao perfil toxicológico 

dos extratos seja realizada. Além disso, estudos que determinem as doses e tempos 

de tratamento seguros são indispensáveis antes da sua indicação como 

fitoterápicos. 
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