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LIMA, Wellington Gidedo Machado. Avaliacio hematolégica e bioquimica apos
administracido cronica do extrato seco da casca de Plinia Cauliflora em ratos Wistar.
Orientador: Salviano Tramontin Bellettini. 2026. 56 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
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RESUMO

Plinia cauliflora (jabuticaba) ¢ uma espécie nativa da Mata Atlantica cujas cascas apresentam
compostos fendlicos e outros metabolitos secundarios associados a atividades biologicas,
incluindo efeitos antioxidantes. Entretanto, a avaliagdo da seguranga apds exposi¢ao
prolongada é necessaria para subsidiar o uso de preparacdes derivadas dessa espécie. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da administragdo oral cronica do extrato seco da casca de P.
cauliflora sobre pardmetros hematologicos e bioquimicos de ratos Wistar. Foram utilizados 64
ratos Rattus norvegicus, sendo 32 machos e 32 fémeas, distribuidos aleatoriamente, por sexo,
em quatro grupos (n = 8/sexo): controle e grupos tratados com 3, 30 ou 300 mg/kg do extrato,
administrado diariamente por gavagem durante 180 dias. Ao final do periodo experimental,
foram avaliados parametros hematoldgicos e bioquimicos relacionados as funcdes renal e
hepatica, além do perfil lipidico. De modo geral, ndo foram observadas alteracdes
hematologicas relevantes nas fémeas. Nos machos, foi identificada redugdo significativa na
contagem de leucdcitos no grupo tratado com 300 mg/kg, sem alteracdes concomitantes
significativas na contagem diferencial. Entre os parametros bioquimicos, as fémeas
apresentaram alteracdes significativas nos valores de creatinina, ureia e ALT, enquanto os
machos apresentaram alteragdes nos valores de AST e ALT. Nas fémeas, observaram-se
aumentos de creatinina nas doses de 3 e 30 mg/kg e reducdes de ureia nas doses de 30 e 300
mg/kg, além de reduc¢do de ALT na maior dose. Nos machos, observou-se redugdo de ALT com
o aumento da dose, enquanto a dose de 300 mg/kg promoveu aumento de AST. As alteracdes
observadas ndo apresentaram, de maneira geral, padrdo dose-resposta consistente e ndo foram
acompanhadas por alteragdes hematoldgicas generalizadas ou por evidéncias bioquimicas de
comprometimento organico progressivo. Nas condi¢cdes experimentais avaliadas, a
administracdo diaria do extrato seco da casca de P. cauliflora por 180 dias apresentou perfil de
tolerabilidade hematologica e bioquimica favoravel, sem evidéncias de toxicidade sistémica
relevante nos parametros avaliados. Estudos adicionais, incluindo avaliagao histopatologica e
marcadores especificos de fungdo orgénica, sdo necessarios para ampliar a caracterizagdo do
perfil toxicoldgico da espécie.

Palavras-chave: Jabuticaba, Toxicologia, Extrato vegetal, Toxicidade cronica, Hematologia.



LIMA, Wellington Gidedo Machado. Investigation of the Systemic Hematological and
biochemical evaluation following chronic administration of Plinia cauliflora bark dry extract
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ABSTRACT

Plinia cauliflora (jabuticaba) is a species native to the Atlantic Forest whose fruit peel contains
phenolic compounds and other secondary metabolites associated with biological activities,
including antioxidant effects. However, safety assessment following prolonged exposure is
necessary to support the use of preparations derived from this species. This study aimed to
evaluate the effects of chronic oral administration of dry P. cauliflora peel extract on
hematological and biochemical parameters in Wistar rats. A total of 64 Rattus norvegicus rats,
comprising 32 males and 32 females, were randomly allocated by sex into four groups (n =
8/sex): control and groups treated with 3, 30, or 300 mg/kg of the extract, administered daily
by gavage for 180 days. At the end of the experimental period, hematological and biochemical
parameters related to renal and hepatic function, as well as lipid profile, were evaluated.
Overall, no relevant hematological changes were observed in females. In males, a significant
reduction in total leukocyte count was observed in the 300 mg/kg group, without concomitant
significant changes in the differential leukocyte count. Regarding biochemical parameters,
females showed significant changes in creatinine, urea, and ALT levels, whereas males showed
changes in AST and ALT levels. In females, increased creatinine levels were observed at doses
of 3 and 30 mg/kg, together with reduced urea levels at doses of 30 and 300 mg/kg and reduced
ALT levels at the highest dose. In males, ALT levels decreased with increasing doses, whereas
the 300 mg/kg dose was associated with increased AST levels. Overall, these changes did not
show a consistent dose-response pattern and were not accompanied by generalized
hematological alterations or biochemical evidence of progressive organ dysfunction. Under the
experimental conditions evaluated, daily administration of dry P. cauliflora peel extract for 180
days showed a favorable hematological and biochemical tolerability profile, with no evidence
of relevant systemic toxicity in the parameters assessed. Further studies, including
histopathological evaluation and specific markers of organ function, are warranted to further
characterize the toxicological profile of this species.

Keywords: Jabuticaba, Toxicology, Plant extract, Chronic toxicity, Hematology.
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POTENCIAL BIOATIVO DE COMPOSTOS NATURAIS PRESENTES EM
PLINIA CAULIFLORA

1.1 Introducao

Os produtos naturais t€ém sido amplamente utilizados ao longo da histodria, tanto como
fonte de alimento, quanto como matéria-prima para a produ¢do de medicamentos. O uso
terapéutico dessas substancias vem crescendo mundialmente, despertando crescente
interesse da industria farmacéutica por plantas tradicionalmente empregadas na medicina
popular, com vistas ao desenvolvimento de fitoterapicos e suplementos (Calixto, 2000). As
plantas frutiferas e medicinais foram, e continuam sendo, amplamente empregadas em
diferentes regides do mundo, em razdo de seu potencial econdmico e de suas propriedades
terapéuticas (Petrovska, 2012). Entretanto, o fato de serem de origem natural ndo garante
seguranga ou beneficios a saude. Algumas espécies vegetais contém compostos
potencialmente toxicos ao organismo, tornando indispensaveis estudos cientificos que
determinem seus niveis de toxicidade, o tempo seguro de uso, as doses adequadas ¢ a

possibilidade de interagdo com outros medicamentos (Bonil; Bueno, 2017).

Uma das espécies vegetais que tem despertado crescente interesse cientifico € a Plinia
cauliflora, popularmente conhecida como jabuticaba. Pertencente a familia Myrtaceae, essa
espécie encontra-se amplamente distribuida no territdrio brasileiro, sendo nativa do bioma
mata atlantica (Citadin ef al., 2010). Seus frutos podem ser consumidos in natura ou
utilizados na elaboracdo de diversos produtos, como licores, vinagres, vinhos, sucos e

geleias (Inada; Oliveira; Revorédo, 2015).

Diversos estudos tém investigado a eficacia terapéutica da P. cauliflora. demonstrou
que o extrato das cascas dessa espécie apresenta relevante atividade antioxidante e
capacidade de inibicao da acetilcolinesterase, o que amplia as perspectivas de aplicagdo nas
industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. O autor também apontou a casca da
jabuticaba como potencial candidata a investigagdes no contexto de prevengdo do cancer.
Ademais, verificou-se que o extrato ndo promoveu alteracdes significativas nas fungdes
respiratoria, cardiovascular ou no sistema nervoso central (Palozi et al., 2020). De acordo
com Palozi et al. (2020), a utilizacdo de P. cauliflora nao ocasionou mudancas na
temperatura corporal, na atividade elétrica cardiaca ou na frequéncia respiratoria, tampouco
interferiu em parametros bioquimicos, hematologicos, gasométricos ou na regulacio

enddcrina. Adicionalmente, Romao et al. (2019) avaliaram os efeitos cardioprotetores de
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extratos de P. cauliflora em coelhos com insuficiéncia cardiaca e observaram que o
tratamento preveniu a cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina, reduziu os danos
decorrentes da formacdo de espécies reativas de oxigénio e demonstrou expressivo
potencial como terapia adjuvante na prevencao da cardiotoxicidade associada a esse

quimioterapico.

Entretanto, a maioria das investigagdes foi conduzida com periodos relativamente curtos
de administragdo do extrato, o que limita conclusdes acerca de sua seguranca em uso
prolongado. Considerando essa lacuna, torna-se fundamental avaliar os possiveis efeitos
decorrentes da exposi¢do cronica. Nesse contexto, nosso grupo propds investigar as
repercussdes da administracdo didria de P. cauliflora ao longo de 180 dias, a fim de ampliar

o conhecimento sobre sua seguranga e seus impactos fisioldgicos em longo prazo.

1.2 Revisao da Literatura

O Brasil abriga a maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, concentrando
parcela expressiva da biodiversidade mundial. Nesse contexto, a quimica de produtos naturais
consolidou-se como uma das areas de pesquisa mais tradicionais no pais (Pinto et al., 2002).
Durante a segunda guerra mundial, investigacdes voltadas as estruturas quimicas e as moléculas
bioativas, especialmente no ambito militar, impulsionaram avangos significativos no tratamento
de diversas enfermidades (Viegas Junior; Bolzani; Barreiro, 2006). Entre os beneficios
atribuidos aos compostos bioativos, destacam-se evidéncias cientificas que demonstram sua
eficacia no combate a diferentes doengas e na neutralizagao de radicais livres. Nesse cenario,
as frutas tropicais merecem especial atencao, por serem reconhecidas como importantes fontes
de substancias associadas a preven¢ao de enfermidades e a promocao da longevidade (Meira et

al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), em razdo da pobreza e do acesso
limitado aos servigos de saude convencionais, aproximadamente 65% a 80% da populagdo que
vive em paises em desenvolvimento depende quase exclusivamente de produtos naturais para
a atencdo primaria a saide. Nesse contexto, observa-se um interesse crescente da industria
farmacéutica por espécies vegetais tradicionalmente utilizadas na medicina popular, com o

objetivo de desenvolver fitoterapicos e novos produtos terapéuticos (Calixto, 2000).

Desse modo, as pesquisas com produtos naturais, além de valorizarem o conhecimento
tradicional, contribuem para o desenvolvimento de novos farmacos ao fornecerem bases

cientificas para sua prospeccdo, bem como para o fortalecimento da industria farmacéutica
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nacional (Francischi, 2005). Adicionalmente, os fitoterapicos tendem a apresentar ampla
aceitacdo pelas comunidades, uma vez que integram um repertério terapéutico tradicional,

construido e transmitido culturalmente ao longo de geragdes (Farnsworth, 1985).

O Brasil apresenta ampla diversidade de plantas medicinais distribuidas em todo o seu
territorio, reflexo de sua expressiva biodiversidade. Em 2006, foi instituida a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto n® 5.813, com o propodsito de
organizar e fomentar o setor. Posteriormente, suas diretrizes foram detalhadas no Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, estabelecido pela Portaria Interministerial n°
2.960/2008. Essa politica tem como objetivo “garantir a populacgao brasileira o acesso seguro e
o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (BRASIL,

2006).

Os profissionais da saide precisam manter atualizacdo continua quanto ao uso ¢ as
evidéncias cientificas relacionadas as plantas medicinais. Nesse contexto, um estudo realizado
no estado do Parana com profissionais da area demonstrou que, embora a maioria reconhega a
importancia dessas terapias e afirme que as utilizaria como adjuvantes no tratamento de
doengas, apenas uma parcela reduzida se considerava devidamente capacitada e apta para

prescrevé-las (Bruning, 2012).

Zeni et al. (2017) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o uso de remédios
caseiros na Atencdo Primdria a Saide no municipio de Blumenau, bem como identificar as
varidveis que influenciam a escolha desse tipo de terapia pelos usuarios. Os resultados
demonstraram que 21,8% dos entrevistados relataram utilizar remédios caseiros, sendo as
plantas medicinais as mais mencionadas (96%), totalizando a citacao de 55 espécies diferentes.
Entretanto, muitas dessas plantas sdo empregadas pela populagdo sem que haja validagao
cientifica quanto a sua eficdcia, seguranca, mecanismos de ag¢do e possiveis efeitos
toxicologicos. Dessa forma, torna-se fundamental disponibilizar informacdes claras e acessiveis
apopulacdo, além de incentivar a ampliagdo de pesquisas que fundamentem o uso seguro dessas

terapias.

Atualmente, a prospecgao de fontes naturais de compostos antioxidantes, bem como o
desenvolvimento de métodos eficientes para sua extracdo, constitui um campo de intensa
investigagdo cientifica, estimulando investimentos das industrias alimenticia, cosmética e

farmacéutica (Lima, 2009). A atividade antioxidante presente em alimentos como frutas,
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vegetais, vinhos e chéas tem sido associada a reducdo do risco de cancer e de doengas
cardiovasculares, sobretudo em razdo de sua capacidade de neutralizar radicais livres. Esse
efeito protetor esta relacionado a presenca de substancias como o a-tocoferol (vitamina E), o -
caroteno (pro-vitamina A), o acido ascorbico (vitamina C) e compostos fenolicos, incluindo

flavonoides e poliflavonoides (Rezende, 2010).

Entre os principais agentes fitoquimicos, destacam-se os terpenos, os alcaloides e os
compostos fenolicos, também denominados polifenois, cujo modelo estrutural basico apresenta
um grupo fenol, constituido por um anel aromatico hidroxilado (Nascimento, 2010). Os
compostos fenolicos exercem importante influéncia nas caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas
dos alimentos, podendo conferir amargor, adstringéncia, cor, sabor, odor e maior estabilidade
oxidativa aos produtos (Naczka; Shahidi, 2004). Os polifendis s3o classificados em diferentes
grupos, dentre os quais se destacam os acidos fendlicos, os flavonoides e os taninos

(Nascimento, 2010).

A eficiéncia da extracdo desses compostos a partir de matrizes vegetais depende de
diversos fatores, incluindo sua natureza quimica, o método de extracao utilizado, o tamanho
das particulas da amostra, o tempo e as condi¢cdes de armazenamento, além da presenca de
substancias interferentes (Naczka; Shahidi, 2004). As antocianinas, pertencentes a classe dos
flavonoides, sdo pigmentos responsaveis pela coloracio caracteristica de muitas flores e frutas

(Romao et al., 2019).

Além de contribuirem para a palatabilidade dos alimentos, apresentam propriedades
antimutagénicas e quimiopreventivas, com potencial influéncia sobre doencas como cancer,
diabetes tipo 2 e doenca de Alzheimer, o que torna os extratos ricos nesses compostos
promissores para aplicagdes terapéuticas Os taninos, por sua vez, sao polifenois encontrados
em diversas frutas, como uva, jabuticaba e roma, sendo responsaveis pelo sabor amargo e
adstringente presente principalmente nas cascas, sementes e caules de frutos ainda verdes

(Borges; Conceigao; Silveira, 2014).

1.2.1 Fitoquimica e uso terapéutico da P. cauliflora

Estudos indicam que os principais efeitos terapéuticos dos frutos de P. cauliflora estao
relacionados a sua casca, considerada uma importante fonte de antocianinas e taninos (Pitz et

al., 2016; Cavalcanti et al., 2011). Entre os constituintes quimicos predominantes nos
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preparados obtidos dessa espécie, destacam-se os depsideos, os flavonoides e os taninos
hidrolisaveis. No Brasil, seu uso medicinal tradicional esta associado, sobretudo, ao tratamento

de distarbios gastrointestinais, especialmente diarreia (Gasparotto Junior; Souza; Livero, 2019).

Em seus estudos, Palozi ef al. (2020) observaram que a atividade antioxidante da espécie
P. cauliflora, atribuida principalmente as antocianinas € aos taninos presentes na casca do fruto,
apresentou efeitos cardioprotetores em ensaios de curta duracdo. Esses efeitos foram
evidenciados pela redu¢ao de marcadores inflamatdrios, como a proteina C-reativa, pela agao
sequestradora de espécies reativas de oxigénio, especialmente o anion superoxido (O2), além
da manuteng¢ao de parametros hematologicos e dos niveis de oxigenagao avaliados por meio da

gasometria.

As antocianinas, integrantes da classe dos flavonoides, apresentam elevada relevancia
bioldgica, uma vez que esses pigmentos fendlicos estdao associados a efeitos preventivos contra
diferentes enfermidades. Evidéncias cientificas indicam sua atuagdo na redu¢do do risco de
cancer, doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, além de demonstrarem

atividade antitumoral (Benvenutti ef al., 2021; Castangia et al., 2021; Souza et al., 2022).

Os taninos sdo classificados em duas principais categorias: condensados
(proantocianidinas) e hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos) (Abe, 2007). Esses compostos
apresentam diversos efeitos benéficos a saude, incluindo potente atividade antioxidante, agao
preventiva contra o cancer, propriedades antimicrobianas e efeito cardioprotetor (Gu et al.,
2008). Embora seus beneficios sejam amplamente descritos, a caracteriza¢do dos taninos em
estudos com frutos é fundamental, uma vez que esses compostos podem interagir com proteinas
alimentares, formando complexos insoliveis. Essa interagdo pode resultar em redugdo da
digestibilidade proteica e inibi¢do enzimatica, ocasionando possiveis efeitos adversos (Lima et
al., 2008). O acido elagico e o acido gélico sdo exemplos de taninos hidrolisaveis (Carvalho;
Gosmann; Schenkel, 2002). Em estudo conduzido por Abe (2007) sobre o teor de 4cido elagico
em alimentos regionais brasileiros, foram identificadas concentracdes significativas desse
composto em frutas como jabuticaba, grumixama e cambuci, com niveis comparaveis ou até

superiores aos encontrados em berries, grupo reconhecido pelo elevado potencial antioxidante.

Em razao da ampla diversidade de compostos quimicos presentes em diferentes partes
das plantas, como folhas, raizes e flores, e do crescente interesse da populagdo pelo consumo
de alimentos, cosméticos e produtos medicinais de origem natural, tém sido desenvolvidos e

aprimorados novos processos para a obtengdo de extratos vegetais e para a prospeccao de
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substancias bioativas (Veggi, 2009). Segue abaixo imagem de Imagem de frutos de P. cauliflora

(Figura 1).

Figura 1 - Frutos de Plinia cauliflora (jabuticaba), evidenciando as caracteristicas
morfologicas externas do fruto, incluindo o formato globoso, a coloragao predominantemente
roxo-escura a negra da casca quando maduro e a superficie lisa e brilhante. A casca do fruto
maduro, caracterizada pela intensa pigmentacgao, foi a parte vegetal utilizada para a obtengao
do extrato empregado no presente estudo.

Fonte: SITIO DA MATA. Jabuticaba (P. cauliflora 2026).

1.2.2 Familia Myrtaceae

Entre as diversas frutas nativas do Brasil, destacam-se aquelas pertencentes a familia
Mpyrtaceae (Meira ef al., 2016). Os frutos e as folhas das espécies dessa familia sdo amplamente
empregados na medicina tradicional, o que tem motivado numerosos estudos cientificos
voltados a comprovagdo de suas propriedades terapéuticas, especialmente em virtude da
expressiva atividade antioxidante e do elevado teor de antocianinas observados em vérias
espécies (Borges; Conceicdo; Silveira, 2014; Dexheimer; Pozzobon, 2017). A familia
Myrtaceae figura entre as mais representativas da flora brasileira, compreendendo 23 géneros
e aproximadamente 1.000 espécies distribuidas em diferentes biomas, com destaque para a

Floresta Atlantica, a Restinga e o Cerrado (Souza; Lorenzi, 2005).

Estudo conduzido com extratos e Oleos essenciais de espécies da familia Myrtaceae
demonstrou uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo efeitos -citotoxicos,
antinociceptivos, anti-inflamatorios, analgésicos, antibacterianos, antifingicos e antilarvais
(Dexheimer; Pozzobon, 2017). A relevincia econdmica dessa familia também ¢é expressiva,
evidenciada pelo uso de diferentes espécies em variados setores. Destacam-se a aplica¢do na
industria de especiarias, como o cravo-da-india (Syzygium aromaticum), na industria madeireira

e na producao de papel, lenha, carvao vegetal e energia (Eucalyptus spp.), além do emprego na
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industria farmacéutica e cosmética, envolvendo espécies como Pimenta racemosa, Melaleuca

spp., Callistemon e Leptospermum (Souza; Lorenzi, 2005).

Adicionalmente, a familia Myrtaceae reune diversas espécies frutiferas comestiveis
amplamente conhecidas, entre elas a goiaba (Psidium guajava), a jabuticaba (Plinia cauliflora),
a pitanga (Eugenia uniflora), a guabiroba (Campomanesia spp.), o araga (Psidium cattleyanum)

e o cambuci (Campomanesia phaea) (Souza; Lorenzi, 2005).

1.2.3 Conclusao

A revisao da literatura demonstra que a Plinia cauliflora, pertencente a familia
Myrtaceae, apresenta elevado potencial bioativo, especialmente em razdo da presenca de
compostos fendlicos como antocianinas e taninos, associados a efeitos antioxidantes, anti-
inflamatérios e cardioprotetores. Embora os estudos indiquem beneficios terapéuticos
relevantes, ainda existem lacunas quanto a seguranga do uso prolongado, refor¢ando a
necessidade de investigagdes pré-clinicas que avaliem os possiveis efeitos sistémicos da
administracdo cronica, a fim de garantir respaldo cientifico para seu uso seguro e racional como

fitoterapico.
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1.4 Objetivo

Conduzir um estudo pré-clinico para avaliar a seguranca do uso crénico do extrato seco
da casca de Plinia cauliflora, administrado por gavagem durante 180 dias, por meio do
monitoramento de parametros clinicos, hematoldgicos e bioquimicos, a fim de identificar
possiveis alteragdes relacionadas ao tratamento e contribuir para a caracterizagdo do perfil

toxicoldgico do extrato.



CAPITULO 2

ARTIGO

26



27

INVESTIGACAO DOS EFEITOS SISTEMICOS DA ADMINISTRACAO CRONICA
DO EXTRATO DE PLINIA CAULIFLORA EM RATOS WISTAR

Artigo editado de acordo com as normas de publicacdo Revista Regulatory Toxicology and

Pharmacology — ISSN 0273-2300.



28
RESUMO

Plinia cauliflora (jabuticaba) ¢ uma espécie nativa da Mata Atlantica cujas cascas apresentam
compostos fendlicos e outros metabdlitos secundérios associados a atividades bioldgicas,
incluindo efeitos antioxidantes. Entretanto, a avaliagdo da seguranga apds exposi¢do
prolongada ¢ necessaria para subsidiar o uso de preparagdes derivadas dessa espécie. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da administragdo oral cronica do extrato seco da casca de P.
cauliflora sobre parametros hematoldgicos e bioquimicos de ratos Wistar. Foram utilizados 64
ratos Rattus norvegicus, sendo 32 machos e 32 fémeas, distribuidos aleatoriamente, por sexo,
em quatro grupos (n = 8/sexo): controle e grupos tratados com 3, 30 ou 300 mg/kg do extrato,
administrado diariamente por gavagem durante 180 dias. Ao final do periodo experimental,
foram avaliados parametros hematoldgicos e bioquimicos relacionados as fungdes renal e
hepatica, além do perfil lipidico. De modo geral, ndo foram observadas alteracdes
hematologicas relevantes nas fémeas. Nos machos, foi identificada redugdo significativa na
contagem de leucocitos no grupo tratado com 300 mg/kg, sem alteragdes concomitantes
significativas na contagem diferencial. Entre os parametros bioquimicos, as fémeas
apresentaram alteragdes significativas nos valores de creatinina, ureia e ALT, enquanto os
machos apresentaram alteragdes nos valores de AST e ALT. Nas fémeas, observaram-se
aumentos de creatinina nas doses de 3 e 30 mg/kg e reducdes de ureia nas doses de 30 e 300
mg/kg, além de redug¢do de ALT na maior dose. Nos machos, observou-se redugao de ALT com
o aumento da dose, enquanto a dose de 300 mg/kg promoveu aumento de AST. As alteracdes
observadas ndo apresentaram, de maneira geral, padrdo dose-resposta consistente e ndo foram
acompanhadas por alteragdes hematologicas generalizadas ou por evidéncias bioquimicas de
comprometimento organico progressivo. Nas condi¢cdes experimentais avaliadas, a
administracao didria do extrato seco da casca de P. cauliflora por 180 dias apresentou perfil de
tolerabilidade hematologica e bioquimica favoravel, sem evidéncias de toxicidade sistémica
relevante nos parametros avaliados. Estudos adicionais, incluindo avaliagdo histopatoldgica e
marcadores especificos de fungdo orgénica, sdo necessarios para ampliar a caracterizagdo do

perfil toxicologico da espécie.

Palavras-chaves: Antioxidantes; Bioquimica; Fitoterapia; Hematologia; Jabuticaba.
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ABSTRACT

Plinia cauliflora (jabuticaba) is a species native to the Atlantic Forest whose fruit peel contains
phenolic compounds and other secondary metabolites associated with biological activities,
including antioxidant effects. However, safety assessment following prolonged exposure is
necessary to support the use of preparations derived from this species. This study aimed to
evaluate the effects of chronic oral administration of dry P. cauliflora peel extract on
hematological and biochemical parameters in Wistar rats. A total of 64 Rattus norvegicus rats,
comprising 32 males and 32 females, were randomly allocated by sex into four groups (n =
8/sex): control and groups treated with 3, 30, or 300 mg/kg of the extract, administered daily
by gavage for 180 days. At the end of the experimental period, hematological and biochemical
parameters related to renal and hepatic function, as well as lipid profile, were evaluated.
Overall, no relevant hematological changes were observed in females. In males, a significant
reduction in total leukocyte count was observed in the 300 mg/kg group, without concomitant
significant changes in the differential leukocyte count. Regarding biochemical parameters,
females showed significant changes in creatinine, urea, and ALT levels, whereas males showed
changes in AST and ALT levels. In females, increased creatinine levels were observed at doses
of 3 and 30 mg/kg, together with reduced urea levels at doses of 30 and 300 mg/kg and reduced
ALT levels at the highest dose. In males, ALT levels decreased with increasing doses, whereas
the 300 mg/kg dose was associated with increased AST levels. Overall, these changes did not
show a consistent dose-response pattern and were not accompanied by generalized
hematological alterations or biochemical evidence of progressive organ dysfunction. Under the
experimental conditions evaluated, daily administration of dry P. cauliflora peel extract for 180
days showed a favorable hematological and biochemical tolerability profile, with no evidence
of relevant systemic toxicity in the parameters assessed. Further studies, including
histopathological evaluation and specific markers of organ function, are warranted to further

characterize the toxicological profile of this species.

Keywords: Plinia cauliflora; jabuticaba; hematological parameters; biochemical parameters;

toxicity; Wistar rats.
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2.1 Introducao

A utilizagdo de produtos naturais como terapias alternativas vem de tempos primoérdios,
o conhecimento empirico relacionado a estes esta atrelado a diversas areas do conhecimento da
medicina moderna, desde a sua utilizacao in natura, até servido como base para a producao de

diversos medicamentos (Bernardini ef al., 2018; Calixto, 2019; Dias; Urban; Roessner, 2012).

Os produtos naturais s3o hoje vistos como compostos derivados de fontes naturais,
podendo ser de plantas, animais, seres marinhos, ou até micro-organismos (Bernardini et al.,
2018); com base nestes produtos a industria farmacéutica produz inimeras drogas, sendo elas
tanto com o produto natural extraido em sua forma mais bésica, como os chas liofilizados e
infusdes, quanto de forma mais elaborada, como a extragdo de moléculas de metabolitos
secundarios para a producao de um medicamento (Calixto, 2019; Dias; Urban; Roessner, 2012;

Newman; Cragg, 2020).

A popularizacdo dos produtos naturais vem crescendo a cada dia. Nesse contexto, com
0 objetivo de ampliar e estimular o acesso seguro e responsavel as praticas integrativas e
complementares e ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos no ambito do Sistema Unico de
Satde (SUS), foram instituidas a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). A PNPIC tem
como finalidade ampliar as opg¢des terapéuticas oferecidas pelo SUS, promovendo praticas
integrativas e complementares de forma segura, eficaz e com base em conhecimentos
tradicionais e evidéncias cientificas. J4 a PNPMF busca garantir o acesso seguro € o uso racional
de plantas medicinais e fitoterapicos, além de promover o desenvolvimento de pesquisas, a
conservagdo da biodiversidade e o fortalecimento da cadeia produtiva relacionada a esses

recursos naturais (Brasil, 2006a,b).



31

Um dos incentivos as pesquisas relacionadas aos produtos naturais ¢ a grande
biodiversidade brasileira e seus componentes ainda nao estudados ou subexplorados, dentre eles
plantas tipicamente brasileiras e seus frutos. Um exemplo de fruto tipicamente brasileiro que
tem seus compostos subexplorados em pesquisas € a Plinia cauliflora, popularmente conhecida
como jabuticaba (Biazotto et al., 2019). Estas arvores sdo nativas da mata atlantica e seus frutos
utilizados para fabricacdo de geleias e bebidas (Citadin; Danner; Sasso, 2010). A Plinia
cauliflora também retém grande interesse da industria farmacéutica devido a seu alto teor de
substancias antioxidantes e antitumorais, ou que possuem efeitos relativos a prevengao de
doencas cardiovasculares e de doengas neurodegenerativas (Benvenutti et al., 2021; Castangia

et al., 2021; Citadin; Danner; Sasso, 2010; Souza et al., 2022).

Apesar da importancia e do consumo recorrente destes produtos naturais com base em
conhecimentos empiricos, suas indicagdes € o seu uso indiscriminado, sob a perspectiva de nao
toxicidade apenas por se tratar de um produto com origem em plantas nativas, devem ser feitos
de maneira cautelosa, pois estes produtos em demasia podem causar efeitos adversos (Liide et
al., 2016). Por este motivo, o objetivo do presente trabalho foi aviar os parametros
hematoldgicos e bioquimicos de ratos Wistar apds exposi¢do cronica a diferentes doses de
extrato de casca de jabuticaba (Plinia cauliflora), pois estes estudos fazem parte da avaliagao

de estudos nao clinicos das diretrizes da ANVISA de 2013, versao 2 (ANVISA, 2013).

2.2 Metodologia

2.2.1 Animais

Foram utilizados 64 animais, sendo 32 machos e 32 fémeas de Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, com idade entre 90 e 100 dias. Os animais foram mantidos no Biotério de
Pesquisa Pré-Clinica de Produtos Naturais e Bioativos da Universidade Paranaense (UNIPAR),

em condigdes controladas de alojamento e manejo, de acordo com os principios de bem-estar
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animal e com as normas e diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacao Animal (CONCEA).

Os animais foram alocados em caixas apropriadas para a espécie, em grupos de quatro
animais por gaiola, respeitando-se a densidade de alojamento e as necessidades
comportamentais e fisiologicas dos animais. Foram adotadas medidas destinadas a minimizar
fatores ambientais capazes de provocar estresse, desconforto ou alteragdes comportamentais,
mantendo-se temperatura ambiente controlada em 22 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas,

com iluminacdo das 7h as 19h, além de adequada ventilagdo e condi¢des higi€nico-sanitérias.

Os animais tiveram acesso ad libitum a agua potavel filtrada e a racdo comercial
apropriada a espécie. Como enriquecimento ambiental foi empregado no interior das caixas a
utilizagdo de tubos de policloreto de vinila (PVC) como estrutura de abrigos, exploragdo e
refugio. O manejo dos animais foi realizado por equipe devidamente capacitada, com
manipulacdo cuidadosa e redugao de procedimentos desnecessarios, buscando minimizar medo,

estresse e desconforto e favorecer a expressao de comportamentos compativeis com a espécie.

Durante o periodo experimental, os animais foram submetidos a observacdo regular
quanto as condi¢des gerais de saude e bem-estar, incluindo comportamento, atividade, postura,
aparéncia do pelame, ingestdo de alimento e 4gua, sinais de dor ou desconforto e alteragdes
clinicas relevantes. Eventuais alteracdes observadas foram registradas e avaliadas pela equipe
responsavel, com ado¢do das medidas cabiveis para prevencdo ou reducdo de sofrimento. O
acompanhamento teve como objetivo assegurar que os procedimentos experimentais fossem
conduzidos de maneira responsavel, priorizando a integridade fisica e comportamental dos
animais e a aplica¢do dos principios dos 3Rs (substitui¢do, reducdo e refinamento), conforme

as diretrizes aplicaveis a experimentacdo animal.
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O manejo, alojamento e utilizacdo dos animais foram realizados sob supervisdao da
equipe responsavel e em conformidade com o protocolo aprovado pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da institui¢do, observando-se as normas vigentes do CONCEA
relativas a manutencao, manejo, utilizacdo e promog¢ao do bem-estar de animais utilizados em

atividades de ensino e pesquisa.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, por sexo, em quatro grupos
experimentais, com oito animais machos e oito animais fémeas por grupo (n = 8/sexo),
totalizando 16 animais em cada grupo. A distribui¢do aleatdria foi realizada previamente ao
inicio dos tratamentos, de modo a reduzir potenciais vieses relacionados a alocagdo dos animais.
Os tratamentos foram administrados diariamente, durante 180 dias consecutivos, por meio de
gavagem, utilizando técnica padronizada e realizada por equipe capacitada, com o objetivo de

minimizar estresse, dor, desconforto e risco de lesdes decorrentes da manipulagao.

Os grupos experimentais foram denominados: Grupo Controle, que recebeu o veiculo
(amido); grupo Plinia cauliflora 3 mg/kg, que recebeu o extrato de Plinia cauliflora na dose de
3 mg/kg; grupo Plinia cauliflora 30 mg/kg, que recebeu o extrato na dose de 30 mg/kg; e grupo

Plinia cauliflora 300 mg/kg, que recebeu o extrato na dose de 300 mg/kg.
2.2.2 Extrato de P. cauliflrora

A jabuticaba foi coletada no noroeste do estado do Parand, na latitude -23.8949 e
longitude -53.4098. Apos a coleta, a fruta foi trazida para o laboratorio de farmacologia da
Unipar em Umuarama, onde foi separada a casca do fruto. Em seguida, a casca foi seca em
estufa de circulagao for¢ada e enviada para o laboratério “Ervas Curam” em Curitiba/PR, onde
foi preparado o extrato seco da casca da jabuticaba. A P. cauliflora esta cadastrada no Sisgen
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado) com o nimero A6722009.
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2.2.3 Etica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal (CEPEEA)

da Universidade do Parana (UNIPAR) sob protocolo no. 1005/2021.
2.2.4 Avaliacio hematologica
2.2.4.1 Hemograma

Uma aliquota de aproximadamente 1 mL de sangue do plexo ocular foi coletada com
auxilio de capilares de vidro, em tubos de ensaio contendo anticoagulante K2-EDTA (BD
Vacutainer®). As coletas foram realizadas no final dos experimentos, uma Unica vez. As
amostras foram devidamente homogeneizadas e armazenadas em geladeira (cerca de 4°C) até
o processamento, que foi realizado no Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade
Paranaense (UNIPAR), campus sede — Umuarama, PR. Foram determinados em analisador
hematologico automatizado (Abbott Cell Dyn 3500, Abbott Diagnostics, USA): o niimero total
de hemaécias (m/mm3), leucocitos (m/mm3), contagem diferencial de leucdcitos (%), a
concentracao de hemoglobina (g/dl), concentragdo de proteinas totais (g/dL), determinacao do
hematocrito (%) e os indices hematimétricos, sendo eles: volume corpuscular médio (VCM, fl),
hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) e a concentragdo de hemoglobina corpuscular

média (CHCM, %).
2.2.4.2 Analises Bioquimicas

Para a realizagdo das andlises bioquimicas, 3 a 4 mL de sangue total foram coletados
em um tubo de ensaio contendo gel separador com ativador de codgulo (BD SST II® Advance®
BD) e centrifugados em até 2 horas ap0s a coleta para obten¢ao do soro. As amostras de soro

foram armazenadas em freezer (-20°C), descongeladas e processadas em um analisador
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bioquimico automatizado (Selectra E, Vital Scientific, Holanda). Os ions foram determinados

utilizando um sistema semi-automatizado MH-Lab Ise — fon Seletivo.

Os parametros bioquimicos analisados foram: uréia (mg/dL), creatinina (mg/dL),
colesterol VLDL (mg/dL) colesterol LDL (mg/dL), colesterol total (mg/dL), colesterol HDL
(mg/dL), triglicerideos (mg/dL), fosfatase alcalina (U/L), bilirrubina total (mg/dL), bilirrubina
direta (mg/dL), bilirrubina indireta (mg/dL), aspartato amino transferase (AST, U/L), alanina

amino transferase (ALT, U/L) e Gama Glutamil Transferase (GGT) (U/L).

2.2.5 Eutanasia

Um dia apds o ultimo tratamento, os animais foram encaminhados para avaliacdo dos
parametros hematologicos e bioquimicos. Apds a coleta das amostras sanguineas, foram
realizadas as analises de ureia e creatinina, utilizadas como parametros bioquimicos
relacionados a fung¢do renal. Em seguida, os animais foram encaminhados para eutanasia. Doze
horas antes da eutanasia, os animais foram privados de alimentos, mantendo apenas o acesso
livre a 4gua. Os ratos foram anestesiados por via inalatoria com isoflurano. Em seguida
sofreram eutanasia por decapitagdo em guilhotina (Diretriz da Pratica de Eutandsia Do

CONCEA, 2015, p. 25).

2.2.6 Analise estatistica

Dados paramétricos foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) unidirecional

e as diferencgas entre os grupos foram avaliados seguindo do teste de Bonferroni.

2.3 Resultados
2.3.1 Analises Bioquimicas
Conforme pode-se observar nas tabelas 1 e 2, os parametros bioquimicos avaliados em

sua maioria tiveram seus resultados normais. Nos animais fémeas (tabela 1) tivemos diferenca
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significativa (valor de p = 0.05) no valor da creatinina quando comparados o grupo controle
com os grupos 3 mg/kg e 300 mg/kg.

Tabela 01 - Parametros bioquimicos de fémeas Wistar. Grupos controle e tratados com

diferentes doses de Plinia cauliflora (3, 30 e 300 mg/kg).

Grupo
controle Dose 3mg/kg Dose 30mg/kg Dose 300mg/kg
Creatinina 026+0,05  042+0,06% 043 +0,03 * 0,36 + 0,02
mg/dL
GGT /1 1,00 £ 0,0 1,50 + 0,50 2,12+1,12 1,00+ 0,0
AST U/L 200,9 £40,95 2429+76,79 113,5+ 5,985 90,00 + 17,86
ALT U/L 158,0 + 22,17 11556963*:* 106,9 + 15,44 3 923;7*5*2**
Ureiamg/dL.  1049+2420 84.88+22,62 42,38+ 1,60* 38,86 + 2,84*
FA U/l 8538+5.86  82,13+13.44 64,88 +3,87 81,13 + 5,49
Colesterol 8925+326 93134580  86.75+4.92 97.00 + 6.55
Total mg/dL ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Valores expressos como a média + E.P.M. Significativo pela ANOVA. (*, ** ***) Diferencas entre os
grupos foram analisadas por ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * p<0,05 quando
comparado com o grupo controle

O valor de ALT também foi significativo entre o grupo controle e o grupo III, e entre os
grupos I e III. J4 entre os animais machos (tabela 2), houve diferenca significativa no valor de
AST entre os grupos I e III. O valor de ALT também foi significativo entre o grupo controle, e

o grupo III.

Tabela 02 — Parametros bioquimicos de machos wistar. Grupos controle e tratados com
diferentes doses de Plinia cauliflora (3, 30 e 300 mg/kg).
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Grupo

Controle Dose 3mg/kg  Dose 30mg/kg  Dose 300mg/kg
Creatinina mg/dL 1,11 £0,26 1,29 + 0,39 0,89 +0,18 1,60 + 1,04
GGT UL 1,00+ 0,0 0,62+0,18 4,62 + 3,09 1,000 + 0,0

AST U/L 100,6 £ 18,55 56,71 +£21,52  111,6 + 14,63 130,6 £ 31,56*

ALT U/L 166,4 £27,05 1243+28,56 116,1 +13,32 94,14 +10,76*
Ureia mg/dL 31,00 + 6,44 37,75+ 3,29 42,13 +2,54 27,13+ 1,61
FA U/L 83,25+ 12,38 69,50+ 10,21 78,75 £ 6,18 79,50 + 4,13
Colesterol Total mg/dL.  120,1 + 3,44 129,0 + 7,75 121,8 + 4,62 113,1 £2,41

Valores expressos como a média = E.P.M. Significativo pela ANOVA. (*, ** ***). Diferencas entre os
grupos foram analisadas por ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * p<0,05
quando comparado com o grupo controle.

2.3.2 Hemograma
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Os indices do hemograma das fémeas (tabela 03) foram todos normais, entre todos os

grupos experimentais.

Tabela 03 - Hemograma de fémeas Wistar. Grupos controle e tratados com diferentes doses de
Plinia cauliflora (3, 30 e 300 mg/kg).

Grupo Controle Dose 3mg/kg Dose 30mg/kg Dose 300mg/kg
Hemacias m/mm?® 6,60 + 0,092 6,76 0,110 6,63 + 0,231 6,42 + 0,293
Hemoglobina g/dl 14,38 + 0,183 14,83 £ 0,232 14,50 £+ 0,480 13,90 +£ 0,631
Hematocrito % 41,33 £ 1,626 37,50 0,597 36,88 £ 1,274 35,43 +1,913
VCM fl 65,13 £2,302 55,25+ 0,366 55,63 + 0,460 55,25+ 0,453
HCM pg 21,75+ 0,411 21,88 £0,350 22,00 £ 0,267 21,63 +£0,183
CHCM % 33,88 + 1,445 39,75 £ 0,590 39,25+0,313 39,25+0,313
Proteinas totais
o/dL 8,40 + 0,151 8,32+ 0,194 8,43 +0,075 8,10 £ 0,086
Leucdcitos totais 45,00 £ 3,105 45,38 £ 1,936 47,25+ 0,860 39,00 + 5,628
mm?

Basofilos 0 0 0 0
Eosinofilos 0 0 0 0
Linfécitos 45,00 £ 3,105 45,38 £ 1,936 47,25 +0,8609 39,00 + 5,628
Monécitos 4,75+0,411 4,12 +£ 0,742 4,75+ 0,453 4,62 + 0,705
Neutrofilos 49,13 £2,906 49,25 £1,532 47,13 £0,8332 42,63 £6,170

Valores expressos como a média + E.P.M. Significativo pela ANOVA. (*, ** **%) Diferencas entre os
grupos foram analisadas por ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * p<0,05.
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Os resultados do hemograma dos ratos Wistar machos pertencentes aos grupos controle
e tratados com diferentes doses do extrato seco da casca de Plinia cauliflora (3, 30 e 300 mg/kg)
estao apresentados na Tabela 4. De modo geral, ndo foram observadas alteragdes significativas
na maioria dos parametros hematoldgicos avaliados, sendo identificada diferenca
estatisticamente significativa apenas na contagem de leucécitos totais no grupo tratado com a

dose de 300 mg/kg (p < 0,05), quando comparado ao grupo controle.

Tabela 04. Hemograma de machos Wistar. Grupos controle e tratados com diferentes doses de

Plinia cauliflora (3, 30 e 300 mg/kg).

C(jflltlll')o(;e Dose 3mg/kg  Dose 30mg/kg  Dose 300mg/kg
Hemacias m/mm?®  7,125+0,125 7,288+0,159 7,288 +£ 0,224 7,000 £ 0,0
Hemoglobina g/dl 15,13 +0,125 15,13+0,895 15,13 £0,398 15,38 + 0,183
Hematocrito % 48,00+ 1,763 50,00+ 0,566 48,50 + 1,239 50,00 + 0,654
VCM fl 67,50 £2,486 68,75+ 1,461 66,75+ 1,840 71,38 £ 0,905
HCM pg 21,00£0,378  20,88+1,202 20,88 0,515 21,75+ 0,366
CHCM % 31,88+1,394  30,13+1,757 31,25+ 1,161 30,88 £ 0,515
Proteinas totais
o/dl 8,750+ 0,115 8,663 +0,113 8,600+ 0,122 8,050 + 0,075
Leucdcitos totais
m? 7556 £ 912,1 12450 + 1500 8700 £ 1730 6913 £ 1169*
Basofilos 0 0 0 0
Eosinofilos 0 0 0 0
Linfocitos Totais 44,38 +2,236  53,25+2,136 57,13 +4,760 57,50 + 1,658
Monécitos 4,500 + 0,462 3,250 + 0,491 1,625+ 0,419 2,875+ 0,580
Neutroéfilos 50,00 +£2,104 43,38£2,251 40,88 +4,537 38,75 £ 1,521

Valores expressos como a média = E.P.M. Significativo pela ANOVA. (* ** ***) Diferencas entre os
grupos foram analisadas por ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * p<0,05

quando comparado com o grupo controle
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2.4 Discussao

A avaliagdo da seguranga de produtos de origem vegetal requer a investigagao integrada
de parametros clinicos, hematologicos e bioquimicos, especialmente em estudos de
administracdo repetida. Embora a origem natural seja frequentemente associada a seguranga, a
composicdo complexa dos extratos vegetais pode determinar efeitos biologicos distintos de
acordo com a espécie vegetal, parte utilizada, método de extracdo, dose, dura¢ao da exposi¢do
e caracteristicas dos animais estudados (Calixto, 2000; Liide et al., 2016). Nesse contexto, o
presente estudo avaliou os efeitos hematologicos e bioquimicos da administragdo oral diaria do
extrato seco da casca de Plinia cauliflora durante 180 dias, nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg, em
ratos Wistar machos e fémeas.

A escolha da casca de P. cauliflora € particularmente relevante, pois essa fragao do fruto
apresenta elevada concentragdo de compostos fendlicos, incluindo flavonoides, taninos,
antocianinas e derivados de acidos fendlicos. Estudos fitoquimicos demonstram que extratos da
casca da jabuticaba podem apresentar compostos como quercetina, taninos, acido galico, acido
elagico e outros derivados fenolicos, substancias associadas a diferentes atividades biologicas,
principalmente antioxidante (Gasparotto Junior et al., 2019; Pinc et al., 2023). Pinc et al. (2023),
especificamente, demonstraram que diferentes métodos de extracdo da casca de P. cauliflora
produzem extratos com composicdo quimica e atividade antioxidante distintas, reforcando que
a caracterizagdo do processo de obtengdo do extrato ¢ fundamental para a interpretacao de
estudos toxicologicos.

No presente estudo, a administracdo cronica do extrato ndo produziu alteragdes
hematologicas de grande magnitude. Nas fémeas, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para os parametros eritrocitarios, indices
hematimétricos, proteinas totais ou contagem diferencial de leucocitos. Nos machos, a maioria

dos parametros também permaneceu semelhante entre os grupos. A Uunica diferenca
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estatisticamente significativa observada no hemograma dos machos ocorreu na contagem de
leucocitos totais no grupo tratado com 300 mg/kg, que apresentou valor inferior ao grupo
controle. Esse achado deve ser interpretado de maneira individualizada e ndo necessariamente
representa toxicidade hematoldgica, principalmente porque nao foi acompanhado por
alteragOes significativas nas demais séries celulares ou por alteragdes consistentes na contagem
diferencial.

A auséncia de alteragdes relevantes na série eritrocitaria € importante porque
modificacdes persistentes no nimero de hemécias, concentragdo de hemoglobina, hematocrito
e indices hematimétricos poderiam indicar alteracdes na eritropoiese, perda sanguinea,
hemolise ou alteragdes nutricionais decorrentes da exposi¢ao ao composto testado. No presente
estudo, entretanto, nao houve padrdao compativel com anemia ou alteragao eritrocitaria induzida
pelo tratamento. A manutencdo desses pardmetros sugere que a exposi¢cdo prolongada ao
extrato, nas doses avaliadas, ndo interferiu de maneira relevante na homeostase eritrocitaria.

A interpretagdo dos resultados hematoldgicos deve, entretanto, considerar que
parametros fisiologicos podem variar de acordo com linhagem, sexo, idade, condi¢des
ambientais, alimentacdo, manejo e metodologia analitica. Lima et al. (2014) ressaltam a
importancia da utilizagdo de valores de referéncia especificos para ratos Wistar provenientes de
condi¢des experimentais controladas. Dessa forma, a comparacdo dos resultados deste estudo
com valores de referéncia e, principalmente, com o grupo controle experimental, ¢ mais
apropriada do que a utilizagao isolada de intervalos gerais descritos para a espécie.

A alteracdo observada na contagem total de leucdcitos dos machos tratados com 300
mg/kg merece aten¢do, mas ndo deve ser interpretada isoladamente como indicativa de efeito
imunotoxico. O grupo apresentou redugdo da contagem de leucocitos em relagdo ao controle;
entretanto, os valores de linfocitos, mondcitos e neutrofilos ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significativas. Além disso, ndo foi observado padrdo progressivo de redugdo



42

leucocitaria entre as trés doses. A auséncia de uma relagdo dose-resposta linear reduz a forga
da hipotese de que essa alteracdo tenha sido diretamente causada pelo extrato. Estudos
adicionais, com avaliacao seriada do hemograma e de marcadores imunologicos especificos,
seriam necessarios para determinar a relevancia biologica dessa diferenca.

Os resultados bioquimicos também demonstraram, de maneira geral, boa tolerabilidade
do extrato. Nas fémeas, foram observadas diferencas significativas para creatinina, ALT e ureia,
enquanto nos machos foram observadas diferengas para AST e ALT. Entretanto, a interpretagdo
dessas alteracdes deve considerar ndo apenas a significancia estatistica, mas também a
magnitude da alteragdo, sua relagdo com a dose, a comparagdo com os valores de referéncia e
a presenga ou auséncia de alteragdes concordantes em outros marcadores.

Nas fémeas, a creatinina apresentou aumento nos grupos tratados com 3 e 30 mg/kg em
relacdo ao grupo controle, enquanto a dose de 300 mg/kg apresentou valor intermediario. Esse
comportamento nao demonstra uma relacao dose-resposta consistente. Além disso, a alteragao
nao foi acompanhada por aumento da ureia; ao contrario, houve reducdo significativa da ureia
nas doses de 30 e 300 mg/kg. Dessa forma, o conjunto dos resultados ndo sustenta a hipdtese
de comprometimento renal progressivo decorrente da administracao do extrato.

A creatinina ¢ um marcador utilizado na avaliagdo da funcdo renal, porém sua
interpretacdo isolada deve ser realizada com cautela, pois pode sofrer influéncia de fatores
extrarrenais, incluindo massa muscular, estado de hidratacdo e caracteristicas individuais dos
animais. A avaliacdo da fun¢do renal em estudos toxicoldgicos € mais robusta quando realizada
mediante a interpretacdo conjunta de creatinina, ureia, alteragdes histopatologicas renais e,
quando pertinente, outros marcadores de fun¢do glomerular e tubular. Portanto, a alteragao
isolada observada na creatinina das fémeas ndo permite caracterizar nefrotoxicidade associada

a0 extrato.
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A redugdo da ureia observada nas fémeas tratadas com 30 e 300 mg/kg também nao
deve ser interpretada automaticamente como evidéncia de efeito nefroprotetor. A concentragao
sérica de ureia pode ser influenciada por fatores relacionados a ingestao proteica, metabolismo
hepatico, hidratagao e excregao renal. No presente estudo, a auséncia de elevagdo concomitante
da creatinina e a manutengdo dos demais parametros avaliados nao fornecem evidéncias
suficientes para estabelecer um efeito protetor renal. Assim, ¢ mais adequado interpretar o
resultado como uma alteracdo bioquimica observada durante o tratamento, cuja relevancia
fisiologica necessita de investigacao especifica.

Em relagdo aos marcadores hepaticos, as fémeas apresentaram reducao de AST e ALT
principalmente nas doses de 30 e 300 mg/kg. A ALT apresentou reducdo particularmente
evidente, passando de 158,0 £ 22,17 U/L no grupo controle para 53,75 + 3,97 U/L no grupo
tratado com 300 mg/kg. A AST também apresentou redugdo, de 200,9 + 40,95 U/L no grupo
controle para 113,5 £ 598 U/L e 90,0 + 17,86 U/L nas doses de 30 e 300 mg/kg,
respectivamente.

Nos machos, entretanto, o comportamento foi parcialmente distinto. A ALT apresentou
reducdo progressiva conforme o aumento da dose, passando de 166,4 = 27,05 U/L no grupo
controle para 94,14 + 10,76 U/L na dose de 300 mg/kg. Em contrapartida, a AST apresentou
aumento no grupo tratado com 300 mg/kg, atingindo 130,6 + 31,56 U/L, diferenga que ocorreu
principalmente na comparacao entre os grupos de 30 e 300 mg/kg. Essa diferenga entre os sexos
demonstra que a resposta bioquimica ao extrato ndo foi completamente uniforme e reforca a
importancia de analisar machos e fémeas separadamente em estudos toxicologicos.

A redugcdo de ALT e AST observada em alguns grupos ndo deve ser descrita,
isoladamente, como evidéncia de hepatoprote¢do. Embora essas enzimas sejam importantes
marcadores de lesdo hepatocelular, valores reduzidos ndo constituem, por si s6, demonstracao

de protecdo hepatica. Para estabelecer hepatoprotecdo seria necessdrio demonstrar,
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preferencialmente, redugao de alteragdes histopatoldgicas, preservagdo da arquitetura hepatica,
modulagdo de marcadores de estresse oxidativo ou prote¢do frente a uma agressao hepatica
experimental. Portanto, no presente estudo, a interpretagdo mais conservadora ¢ que o extrato
nao promoveu elevacao consistente de enzimas indicativas de lesdo hepatocelular e apresentou
redugdo de ALT em determinados grupos.

Essa interpretacdo ¢ compativel com estudos anteriores sobre a seguranca de P.
cauliflora. Palozi et al. (2019) avaliaram um extrato da casca do fruto em coelhos e observaram
auséncia de alteracdes relevantes em diversos parametros fisiologicos, incluindo sistemas
cardiovascular, respiratorio e nervoso central. Os autores utilizaram doses de 200 e 2000 mg/kg
e encontraram um perfil de seguranca favoravel para a preparacao estudada.

Em outro estudo, Palozi et al. (2020) avaliaram uma infusdo da casca de P. cauliflora
utilizando diferentes abordagens toxicoldgicas. Os autores ndo observaram alteragdes
significativas nos parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados apds tratamento, além de
ndo identificarem efeitos enddcrinos, mutagénicos ou genotoxicos relevantes nas condigdes
experimentais empregadas. A composicdo quimica do preparado incluia derivados de acido
elagico, flavonois, antocianidinas, acido citrico e acido gélico. Esses resultados fornecem
importante evidéncia pré-clinica de tolerabilidade da espécie, embora a comparagdo com o
presente estudo deva considerar as diferencas entre preparacao, dose, espécie animal e periodo
de exposicao.

A comparacdo com esses trabalhos € particularmente relevante porque demonstra que
os resultados obtidos no presente estudo ndo estdo isolados na literatura. Entretanto, ndo ¢
adequado afirmar que os estudos anteriores comprovam a seguranca absoluta da espécie.
Estudos toxicoldgicos sdo dependentes das condi¢des experimentais, e a auséncia de alteragdes
em determinada preparagdo ndo significa necessariamente que todas as formas de utilizagdo da

planta apresentardo o mesmo perfil. Gasparotto Junior et al. (2019), em revisdo
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etnofarmacolégica de P. cauliflora, destacaram justamente a diversidade fitoquimica e
farmacologica da espécie, bem como a necessidade de considerar diferencas entre partes da
planta e tipos de extrato.

A composi¢ao fitoquimica da casca oferece uma possivel explicacdo para a auséncia de
alteragoes sistémicas relevantes observada no presente estudo. Pinc et al. (2023) identificaram
flavonoides, taninos, quercetina e outros compostos fenolicos em extratos da casca de P.
cauliflora, além de demonstrarem atividade antioxidante nos preparados obtidos. Esses
compostos podem atuar como sequestradores de espécies reativas de oxigénio e modular
diferentes vias relacionadas ao estresse oxidativo. Entretanto, a presenga desses constituintes
ndo permite estabelecer diretamente que as alteragcdes bioquimicas observadas nos animais
sejam consequéncia de um mecanismo antioxidante especifico. Para demonstrar essa relacao
seriam necessarios estudos mecanisticos direcionados, incluindo determinagdo de marcadores
de estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes.

A complexidade fitoquimica do extrato também pode explicar, ao menos em parte, a
auséncia de uma relacdo dose-resposta linear para alguns pardmetros. Extratos vegetais sdo
misturas complexas contendo diferentes constituintes que podem apresentar efeitos
farmacoldgicos distintos e até opostos. Assim, a resposta biologica pode ndo aumentar
proporcionalmente a concentracdo administrada. No presente estudo, esse aspecto ¢
particularmente evidente para alguns marcadores bioquimicos, nos quais a dose de 30 mg/kg
ndo reproduziu exatamente o comportamento observado nas doses de 3 ou 300 mg/kg. Portanto,
ndo se deve interpretar a auséncia de linearidade como inconsisténcia experimental sem
considerar a complexidade do fitocomplexo.

Outro aspecto relevante ¢ a diferenca entre os resultados observados neste estudo e
aqueles descritos para outras espécies vegetais. Araujo et al. (2018), por exemplo, avaliaram a

toxicidade oral de Tropaeolum majus durante 90 dias em roedores e lagomorfos e também
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observaram um perfil toxicoldgico favoravel. Ribeiro et al. (2021), por sua vez, avaliaram a
toxicidade oral por doses repetidas de Vitex megapotamica durante 90 dias. Esses estudos
demonstram a importancia dos modelos de exposicao repetida para caracterizar a seguranga de
produtos naturais, mas nao devem ser utilizados como comprovagao direta da seguranga de P.
cauliflora, uma vez que as espécies vegetais, composi¢ao quimica e condi¢des experimentais
sdo diferentes.

No presente estudo, o periodo de exposicao de 180 dias constitui um aspecto relevante.
A administragdo prolongada permite identificar alteragdes que poderiam nao ser evidenciadas
em estudos de curta duragao. Nesse sentido, a auséncia de alteragcdes hematoldgicas importantes
apos seis meses de tratamento representa um achado favoravel para a tolerabilidade do extrato.
Contudo, a duragcdo do experimento também implica que os animais apresentavam idade
superior ao final do protocolo, o que pode interferir em determinados pardmetros fisiologicos e
bioquimicos. Dessa forma, alteragdes relacionadas ao processo de maturacdo ou
envelhecimento devem ser consideradas na interpretacao dos resultados.

A idade dos animais também ¢ relevante para a comparagdo entre 0s grupos, pois os
parametros bioquimicos e hematologicos podem sofrer alteragdes relacionadas ao crescimento
e a idade. Como todos os grupos foram acompanhados durante o mesmo periodo experimental,
o0 grupo controle constitui a principal referéncia para a avaliagdo do efeito do tratamento. Ainda
assim, estudos futuros poderiam incorporar avaliagdes basais e seriadas, permitindo
acompanhar a evolu¢do individual dos parametros ao longo do tempo e distinguir com maior
precisdo alteragdes relacionadas ao envelhecimento daquelas potencialmente associadas ao
extrato.

Outro ponto importante ¢ a utilizacdo simultdnea de animais machos e fémeas. A
resposta observada neste estudo apresentou algumas diferencas entre os sexos, particularmente

nos parametros bioquimicos. As fémeas apresentaram redugdo mais evidente de AST, ALT e
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ureia, enquanto nos machos foi observada redugao de ALT acompanhada de aumento de AST
na dose de 300 mg/kg. Essas diferencas sugerem que o sexo pode influenciar a resposta
fisiologica a administragdo cronica do extrato. Embora o presente estudo nao tenha sido
desenhado especificamente para investigar mecanismos de dimorfismo sexual, esse achado
reforga a importancia da inclusdo de ambos os sexos em estudos pré-clinicos.

A avaliagdo hematologica também permite considerar a possibilidade de auséncia de
efeitos sobre o sistema imune e hematopoiético. A manutencdo das contagens de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito e indices hematimétricos indica auséncia de evidéncias de
comprometimento significativo da eritropoiese. Da mesma forma, a auséncia de alteragdes
generalizadas na contagem diferencial de leucdcitos sugere que ndo houve resposta inflamatéria
ou imunolégica sistémica evidente associada ao tratamento. A reducdo isolada dos leucdcitos
nos machos tratados com 300 mg/kg deve, portanto, ser considerada um achado pontual, que
necessita de confirmag¢do em estudos adicionais antes de receber interpretagdo toxicoldgica
especifica.

A literatura disponivel sobre P. cauliflora apresenta resultados que, em geral, apontam
para um perfil de tolerabilidade favoravel. Entretanto, estudos com outras partes da planta
demonstram que a seguranca ndo deve ser generalizada automaticamente. Por exemplo, estudos
in vitro com extratos das folhas identificaram atividade citotoxica em determinadas linhagens
celulares hepaticas, apesar da auséncia de mutagenicidade ou formagdo de micronucleos nos
ensaios empregados. Esse resultado demonstra que diferentes o6rgdos vegetais e diferentes
modelos experimentais podem produzir respostas biologicas distintas. Portanto, os resultados
do presente estudo devem ser especificamente relacionados ao extrato seco da casca utilizado,
as doses administradas e ao modelo de ratos Wistar.

De maneira geral, os resultados obtidos demonstram que a administracdo cronica do

extrato seco da casca de P. cauliflora, nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg, ndo provocou alteragdes
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hematoldgicas ou bioquimicas generalizadas compativeis com toxicidade sistémica evidente.
As alteracdes estatisticamente significativas observadas em creatinina, ureia, AST, ALT e
leucocitos devem ser interpretadas considerando sua magnitude, a auséncia de padrao dose-
resposta consistente em alguns casos ¢ a inexisténcia de alteragdes concomitantes que indiquem
comprometimento organico progressivo.

E importante ressaltar, contudo, que a auséncia de altera¢des nos parimetros avaliados
ndo equivale a demonstragdo de auséncia absoluta de toxicidade. O presente estudo avaliou
predominantemente parametros hematologicos e bioquimicos ao final do periodo experimental.
A caracterizagdo toxicologica completa de um produto vegetal requer a integragdo desses
resultados com avaliagdo clinica, consumo de 4gua e alimento, peso corporal, massa relativa
dos orgaos, histopatologia e, quando pertinente, marcadores especificos de fungdo renal,
hepética, imunoldgica e de estresse oxidativo. Assim, os resultados deste estudo devem ser
compreendidos como parte da caracterizagdo pré-clinica do perfil de seguranca do extrato.

Além disso, a caracterizacdo quimica do extrato utilizado ¢ fundamental para a
reprodutibilidade do estudo. Como demonstrado por Pinc et al. (2023), diferentes métodos de
extracdo podem modificar o rendimento e a concentragdo dos constituintes fenolicos da casca
de P. cauliflora. Dessa maneira, estudos futuros devem, sempre que possivel, associar os
resultados toxicoldgicos a padronizagdo fitoquimica do extrato, permitindo estabelecer relagdes
mais precisas entre composicao quimica, dose administrada e resposta biologica.

Em conjunto, os achados do presente estudo ampliam as informagdes disponiveis sobre
a exposicao prolongada a casca de P. cauliflora. Enquanto estudos anteriores demonstraram
boa tolerabilidade apods periodos menores de exposicdo e em diferentes modelos animais, 0s
resultados obtidos neste trabalho acrescentam dados referentes a administragao diaria durante
180 dias em ratos Wistar de ambos os sexos. A auséncia de alteragdes hematologicas

generalizadas e de alteragdes bioquimicas compativeis com lesdo organica significativa indica
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um perfil toxicologico favoravel nas condig¢des avaliadas. Entretanto, a confirmagao desse perfil
requer estudos complementares que incluam avaliagdo histopatologica, marcadores especificos
de fung¢do organica, analise fitoquimica quantitativa e, quando pertinente, estudos de toxicidade
reprodutiva, genotoxicidade e exposi¢ao prolongada.

Portanto, os resultados ndo sustentam a afirmacdo de que P. cauliflora exerca
necessariamente efeito hepatoprotetor ou nefroprotetor. Sustentam, de forma mais consistente,
que o extrato seco da casca, administrado por via oral nas doses estudadas durante 180 dias,
apresentou boa tolerabilidade hematoldgica e bioquimica, sem evidéncias de toxicidade
sist€émica relevante nos parametros avaliados. Essa interpretagdo ¢ mais compativel com os
principios de avaliagdo toxicolégica e evita extrapolacdes terapéuticas que ndo foram

diretamente investigadas neste estudo.

2.5 Conclusao

Nas condi¢des experimentais avaliadas, a administragdo oral didria do extrato seco da
casca de P. cauliflora, nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg durante 180 dias, ndo promoveu
alteragdes hematologicas ou bioquimicas de magnitude compativel com toxicidade sist€émica

evidente.
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3 CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais avaliadas, a administragdo oral didria do extrato seco da
casca de P. cauliflora, nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg durante 180 dias, ndo promoveu
alteracdes hematologicas ou bioquimicas de magnitude compativel com toxicidade sistémica
evidente. Os resultados sustentam que o uso do extrato seco da casca de P. cauliflora possui

um perfil toxicoldgico favoravel nas condi¢des experimentais avaliadas.
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