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RESUMO

A espécie Pilosocereus gounellei pertencente a familia Cactaceae, tem sido usada
popularmente por seus efeitos anti-inflamatério, antiulceroso e anti-hiperglicémico. A
sua ampla utilizagdo na medicina popular justifica a realizagdo dos estudos de
toxicidade que garantam a seguranga de seu uso. Neste sentido o objetivo deste
trabalho é realizar uma avaliagao toxicoldgica nao clinica de trés produtos derivados
do P. gounellei, com base no Guia para a conducdo de estudos nao clinicos de
toxicologia e seguranca farmacolégica e nas OECDS 407 e 423. No ensaio
toxicologico agudo, foram testados o suco, o iogurte e a geleia do P. gounellei. Para
tanto, foram utilizados 36 ratos Wistar fémeas que receberam 2000mg/kg, via oral,
dose unica, de cada substéncia e foram mantidas em observacao por 14 dias. No
ensaio de toxicidade subcrdénico foi utilizado apenas o suco do P. gounellei,
administrado por via oral (gavagem), diariamente, durante o periodo de 28 dias, em
concentragdes pré-definidas (5mL/kg; 7,5mL/kg;10mL/kg). Durante os periodos de
observagao os animais foram avaliados com relagdo ao consumo de agua, ragéao e
evolucdo ponderal. Posteriormente, foi realizado a eutanasia e autopsia dos ratos.
Foram avaliados parametros hematoldgicos, bioquimicos, e realizado exame
anatomopatolégico e histopatoldgico. No ensaio de toxicidade aguda todos os animais
apresentaram diminui¢cdo de peso, sem, contudo, ocorrer alteracdo no consumo de
ragao. Nos grupos do suco e geleia houve diminuigdo no consumo de agua. No grupo
do suco verificou-se diminui¢do de ureia, lipase e aumento de cloro e magnésio. No
grupo da geleia evidenciou-se aumento de alanina aminotransferase e volume
corpuscular médio. Naqueles que receberam o iogurte ocorreu diminuigao de fésforo
e magnésio, hematocrito e linfocitos. No ensaio de toxicidade subcrénica. Houve
diminuicdo da hemoglobina e hematdcrito em os grupos de ratas estudados. Conclui-
se, assim, com relagdo ao estudo de toxicidade aguda, que o suco e o iogurte da
geleia do P. gounellei possuem baixa toxicidade. Em relagéo a geleia do P. gounellei,
pode-se inferir que mais estudos sao necessarios para descartar hepatotoxicidade, ja
que a mesma ocasionou elevacao discreta de ALT e AST. Com relacéo ao estudo de
toxicidade subcrbnica pode-se inferir que o consumo pelas fémeas do suco do P.
gounellei nas trés diferentes doses, causou alteragdes significativas do ponto de vista
hematoldgico.

Palavras-chave: Toxicidade. P. gounellei. Xique-xique. logurte caprino. Plantas
medicinais.
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ABSTRACT

A Pilosocereus gounellei species belonging to the Cactaceae family, it has been
popularly used for its anti-inflammatory, anti-ulcer and anti-hyperglycemic effects. Its
wide use in folk medicine justifies carrying out toxicity studies that guarantee the safety
of its use. In this sense, the objective of this work is to carry out a non-clinical
toxicological evaluation of three products derived from P. gounellei, based on the
Guide for the conduct of non-clinical studies of toxicology and pharmacological safety
and on OECDS 407 and 423. No acute toxicological test, P. gounellei juice, yogurt and
jelly were tested. For this purpose, 36 approved Wistar rats were used, which received
2000mg / kg, orally, in a single dose, of each substance and were kept under
observation for 14 days. In the subchronic toxicity test was used, only the juice of P.
gounellei, administered orally (gavage), daily, during a period of 28 days, in a
predefined period (5mLkg; 7,5mL/ kg; 10 mL/kg). During the observation periods, the
animals were taken in relation to the consumption of water, feed and weight gain.
Subsequently, the rats were euthanized and autopsied. Hematological and
biochemical parameters were evaluated, and anatomopathological examination was
performed. In the acute toxicity, testing all animals dissipated in weight, with no change
in feed intake. In the juice and jelly groups, there was a decrease in water consumption.
In the juice group, there was a decrease in urea, lipase and an increase in chlorine and
magnesium. In the jelly group, there was an increase in alanine aminotransferase and
mean corpuscular volume. In those who received the yogurt, there was a decrease in
phosphorus and magnesium, hematocrit and lymphocytes. In the chronic toxicity
assay, there was a decrease in hemoglobin and hematocrit in all groups of rats studied.
Therefore, in relation to the acute toxicity study, it can be concluded that the juice and
yoghurt of the P. gounellei jelly have low toxicity. Regarding P. gounellei jelly, it can be
inferred that more studies are leveled to rule out hepatotoxicity, since it caused a slight
increase in ALT and AST. Regarding the study of subchronic toxicity, it can be inferred
that consumption due to P. gounellei juice in three different doses caused relevant
alterations from a hematological point of view.

Keywords: Toxicity. P. gounellei. Xique-xique. Goat yogurt. Medicinal plants.
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Grafico 41 - Linfocitos das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg;
7,5mL/kg e 10 mL/kg do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade
subcronica.
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Grafico 43 - VPM das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e
10 mL/kg do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcronica.
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1 INTRODUGAO

Todo processo de evolugdo humana esta estruturado na relagao indissociavel
entre 0 homem e 0 meio ambiente, relacdo em que o homem extrai da natureza os
recursos necessarios para saciar suas necessidades alimentares, medicinais, para
ornamentacgao, construgao de objetos e de abrigos e para expressar a sua cultura. A
grande diversidade de plantas no mundo tem impulsionado estudos que buscam
categoriza-las com base em suas propriedades funcionais (BAJPAI et al., 2014;
BHATT et al., 2017). As plantas estédo entre os recursos naturais mais explorados para
essas finalidades (BRASIL, 2016).

O Brasil se destaca mundialmente pela sua grande biodiversidade, com 55.000
espécies vegetais, das quais apenas 5.000 encontram-se catalogadas, fato que
muito contribui para as pesquisas envolvendo produtos naturais que tiveram inicio
em meados do século passado e tem sido foco de constantes revisdes (BRASIL,
2016).

Os vegetais, em virtude do seu efeito terapéutico, sdo comumente utilizados
pela populagédo (BADKE, M., et al., 2016). No entanto, como diversas espécies
utilizadas na medicina empirica nao possuem seu efeito farmacoldgico elucidado, o
conhecimento popular destes produtos naturais tornou-se a base e o direcionamento
para muitos estudos (PEREIRA et al., 2013; BRASIL, 2016).

As plantas medicinais da flora nativa s&o consumidas com pouca ou nenhuma
comprovagao de suas propriedades farmacolégicas e tdéxicas, podendo assim
acarretar um sério problema de saude publica. E importante ressaltar que os efeitos
adversos, adulteracdo do produto, toxicidade e interacbes medicamentosas sao
possiveis de serem verificados tanto com medicamentos alopaticos convencionais
quanto com os fitoterapicos. Do ponto de vista cientifico, pesquisas mostraram
que muitas delas possuem substancias potencialmente agressivas e, por esta
razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicoldgicos
(BADKE, M., et al., 2016; BRASIL, 2016).

Nas ultimas décadas, o Brasil tem investido para oficializar o uso de plantas
medicinais, inclusive no Sistema Unico de Saude — SUS, através de varios decretos,
resolucdes e Instrugdes Normativas de Orgdos competentes, assim as plantas
medicinais estdo sendo uma alternativa terapéutica bastante difundida, sendo

influenciada por fatores sociais, econémicos e culturais. Embora esta utilizagao ja
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esteja consagrada por uma parcela substancial da populagao, ainda sao escassos 0s
dados cientificos confirmatdrios da auséncia de toxicidade ou da acao terapéutica da
rica flora nacional (BRASIL, 2016).

As Cactaceas, popularmente chamadas de “cactos” sao encontradas
dispersas pela regido do semiarido, sendo uma importante fonte de matriz alimentar
para esta regido. Sao utilizadas como fonte de reserva alimentar em tempo de fome,
calamidades naturais e na substituicdo da colheita, devido altera¢des climaticas.
Desempenhando um papel importante no sistema de seguranga alimentar, como
suplemento, as principais plantas alimentares (SILVA, V. A., 2015). Comunidades
rurais do Nordeste do Brasil mantém conhecimentos e praticas de uso de cactaceas
para suprir suas necessidades basicas ao longo dos anos. Estudos recentes no Brasil
sobre aspectos alimentares e nutricionais demonstraram grande potencial dessa
familia, sugerindo estudos aprofundados e pesquisas que orientem elaboragao de
produtos de modo sustentavel (BEZERRIL et al., 2017).

A espécie Pilosocereus gounellei (F.A.C.Weber), pertencente a familia
Cactaceae, tem caracteristica de forte adaptacdo as condicbes extremas de
temperatura e umidade, multiplicando-se regularmente e cobrindo areas extensas da
caatinga (CARVALHO, POAA, et al., 2021). Estudos tém mostrado o potencial desta
espécie, como fonte alimentar para comunidades do nordeste brasileiro (LUCENA,
C.M., et al., 2012; SILVA, V.A., 2015; FERNANDES, C., 2019). Na alimentagao
humana, o miolo dos cladédios € consumido cozido ou assado, sendo empregado
também na producao de farinhas, biscoitos, bolos e doces. Na medicina popular, ele
€ consumido como suco, para tratamento de gastrite, colite e ictericia.

Levando-se em conta que dentre as relagdes humanos/vegetais, no Nordeste
semiarido, o conhecimento da relagao etnomédica de cactaceas encontra-se disperso
na cultura popular e na literatura e que, até agora, néo foi feito um esforgo para sua
sistematizacdo, depreende-se da grande importancia de estudos sobre o tema.
Considere-se, ainda, a possibilidade de serem formulados produtos a partir dessas
plantas, gerando riquezas para populagdes habitando os locais mais pobres da regi&o,
desde que os orgaos de fomento financiem atividades de pesquisa, inclusive
abrangendo sistemas de cultivo e de produgdo (FERNANDES, C., 2019). Cactos s&o
uma realidade no Nordeste seco, adaptados aos mais variados ecossistemas, um

sinal de esperanca para populag¢des carentes (AGRA et al., 2008).
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Diante disso, a importancia dessa pesquisa advém da necessidade de se
encontrar novos agentes nutritivos e farmacologicamente ativos e seguros. Em
revisdo de literatura ndo foram encontrados estudos referentes a toxicidade do suco,
da geleia e do iogurte da polpa de P. gounellei, justificando prosseguir com as analises
toxicolégicas nao-clinicas dos mesmos, sendo essa uma etapa fundamental na cadeia
de producgao de medicamento e relevante para prosseguir com os estudos clinicos de
fase I, Il, Il e IV.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Entre os biomas brasileiros, a Caatinga, presente na regidao do semiarido do
pais, apresenta grande riqueza, em especial ao comparar o numero de espécies de
plantas com outros ecossistemas. Entre as espécies endémicas encontradas nesta
regido, destaca-se a familia Cactaceae (LUCENA et al., 2012). Embora seja um
recurso pouco explorado no Brasil, comunidades rurais da regido Nordeste, mantém
ao longo dos anos, conhecimentos e praticas de uso de cactaceas para suprir suas
necessidades basicas, como socorro alimentar em periodos de escassez de
alimentos (SILVA, 2015).

No Brasil, a familia Cactaceae é composta por 39 géneros, sendo 14
endémicos, e cerca de 260 espécies, destas 144 sdo endémicas. As plantas desta
familia estdo distribuidas por todo o territorio brasileiro (TAYLOR et al., 2015). Na
regido da caatinga brasileira foram registradas a presenca de 58 espécies, das quais
42 sao endémicas dessa regido (QUEIROZ et al., 2006). Dentre as espécies que
ocorrem no semiarido brasileiro, destacam-se as comumente denominadas de
mandacaru (Cereus jamacaru P. DC.), facheiro (Pilosocereus pachycladus), xique-
xique (Pilosocereus gounellei) e coroa-de-frade (Melocactus bahiensis), existindo
variagdes morfolégicas e de porte, dependendo da regido (TAYLOR; ZAPPI, 2015).

Sao plantas pouco usuais, adaptadas a ambientes extremamente quentes ou
aridos, apresentando ampla variagdo anatémica e capacidade fisiolégica de conservar
agua. Uma caracteristica extremamente interessante dessa familia de plantas é a
capacidade de resistir a ambientes secos, como o da Caatinga (FERNANDES, C.,
2019). Dentre as principais adaptagbes, podemos citar como exemplo as folhas
reduzidas e os caules repletos de agua e fotossintéticos. Além disso, algumas
espécies apresentam caule com cuticula espessa e folhas modificadas em espinhos,
que diminuem a perda excessiva de agua. Outro ponto bastante importante para a
sobrevivéncia de cactaceas em ambiente seco diz respeito ao chamado metabolismo
CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas). Nesse processo, os estdmatos somente
se abrem a noite para permitir a entrada de CO2. Essa caracteristica permite que as
plantas ndo percam muita agua, uma vez que os estdbmatos fechados durante o dia
evitam a transpiragéo.

No Nordeste brasileiro, sdo utilizadas como bioindicadores de chuvas, na

ornamentagao de residéncias, pragas e jardins, componentes de telhados verdes, na
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producao artesanal de canos para cachimbos, na fabricagcdo de portas, janelas,
caibros e ripas, como enchimento para almofadas e cangalhas (BRAVO FILHO et al.,
2014; LUCENA et al., 2012). Também s&o utilizados para a fabricagdo de cosméticos
e tintas, na producdo de alimentos como bolos, farinhas e doces. A utilizagdo como
forragem é muito comum e responsavel pela redugdo na mortandade dos ruminantes
no periodo de estiagem no Nordeste do Brasil (SANTOS et al., 2016).

Dentre as cactaceas encontra-se a espécie Pilosocereus gounellei (P.
gounellei), também conhecida como xique-xique e que tem sido usada popularmente
em decorréncia de seu potencial medicinal no tratamento de inflamagao da prostata
e da uretra, ictericia, hiperglicemia e algumas lesdes cutaneas. O P. gounellei possui
caracteristica de forte adaptagao as condi¢des do semiarido nordestino, desta forma,
torna-se uma excelente fonte de estudos que estimulem a sua utilizagdo, como fonte
de alimento e renda, orientando sua producdo e aproveitamento em escala
(BEZERRIL et al., 2017).

O P. gounellei apresenta um expressivo valor em compostos quimicos, que
podem atuar como antioxidantes, gastroprotetor, cardioprotetor, antitumoral, anti-
inflamatério, anti-hiperglicémico. Tais achados vém impulsionando estudos que
buscam melhor categoriza-la (MACIEL et al., 2016; SOUSA et al., 2018).

Dezenove compostos fendlicos foram identificados no suco do P. gounellei.
Dentre eles, os principais sao os flavonoides, com destaque para o epigalocatequina-
galato, que mostrou possuir atividade neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamataria,
e a catequina (KHALATBARY; KHADEMI, 2018). Acidos fendlicos sdo o segundo
grupo mais prevalente, com destaque para os niveis de acido galico, que possui
atividade antioxidante, anti-hiperglicémica e anti-lipidica (PUNITHAVATHI et al.,
2011).

Isolamento fitoquimico por HPLC, realizado com os cladédios do P. gounellei,
evidenciaram a presenca de canferol e quercetina (MACIEL et al., 2016; SOUSA et
al., 2018). Estes compostos mostraram atividade antioxidante (MACIEL et al., 2016).

Estudo prévio com o suco do cladodio do P. gounellei identificaram nutrientes
importantes, como: fibras soluveis e insoluveis, além de alguns minerais, como:
magnésio, calcio, zinco, selénio e manganés, constituindo-o, uma alternativa
alimentar de importante valor nutricional (BEZERRIL et al., 2017). As fibras soluveis

fermentaveis foram consideradas prebidticas por terem apresentado efeito no
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crescimento e metabolismo de diferentes cepas do Lactobacillus (RIBEIRO et al.,
2020).

Glicose e frutose sdo os agucares presentes em maior quantidade no suco, o
que pode estar relacionado ao modo de crescimento desta planta, que depende de
uma reserva destas substancias, para o crescimento e manutengado da homeostase
da célula osmoética (CARVALHO et al., 2021).

E possivel encontrar na literatura trabalhos que demonstram a acdo
gastroprotetora de plantas medicinais e de substancias isoladas a partir destas. Os
compostos obtidos a partir de plantas medicinais com atividade antiulcerogénica
apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de acdo. Nesse
contexto, as plantas medicinais e as substancias isoladas como os terpenos,
xantonas, flavonoides, alcaloides, glicosideos, saponinas e polissacarideos,
apresentam importancia como agentes terapéuticos, visto sua ampla utilizacdo na
medicina popular, no tratamento de desordens gastricas, tais como ulceras e gastrites
(SOUSA et al., 2018; DIAS, G. E. N., 2015).

Os resultados obtidos por Sousa et al. (2018), mostraram pela primeira vez,
que o Extrato Etandlico do Caule do P. Gounellei (EECPG) e o Extrato Etandlico da
Raiz do P. Gounellei (EERPG) apresentam atividade gastroprotetora em diferentes
modelos de ulcera gastrica em camundongos e ratos. Tanto o EECPG quanto o
EERPG foram capazes de proteger significativamente a mucosa gastrica dos
camundongos, através da redugao das lesdes no modelo de ulcera gastrica induzida
por etanol absoluto.

Outro estudo com o suco do P. gounellei demonstrou um efeito anti-
inflamatdrio intestinal, com melhora do dano tecidual macroscépico, diminuicdo de
marcadores inflamatorios e estresse oxidativo, além de preservacdo da mucosa
colbénica. Esses efeitos protetivos podem ser atribuidos aos compostos fendlicos,
bem como as fibras presentes na polpa do P. gounellei (ASSIS et al., 2019).

Diante de todos esses beneficios encontrados com o uso do P. gounellei,
decidiu-se por estudar os possiveis efeitos toxicos de 3 produtos derivados dele:
suco, geleia e o iogurte acrescido da geleia. Estes produtos foram formulados com
base nas atividades gastroprotetora e anti-inflamatéria intestinal ja bem
documentadas, e visando seu uso na prevencao e tratamento dessas desordens do

trato gastrointestinal.
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2.1 IOGURTE CAPRINO

O iogurte, conhecido por suas propriedades terapéutica, nutricional e sensorial
(GONZALEZ; ADHIKARI; SANCHO-MADRIZ, 2011), oferece ao consumidor mais do
que ingredientes convencionais (POSECION et al., 2005; SANTIS et al., 2019), é
considerado um produto lacteo fermentado que transporta bactérias benéficas para a
saude intestinal, auxiliando no processo de digestdo e manutencdo da microbiota
intestinal, com efeitos de promog¢do da saude (MORELLI, 2014). De acordo com
LeBlanc e Perdigén (2010), o iogurte modula a resposta imune pela estimulagao da
producao de citocinas a fim de evitar uma exacerbacao da resposta imunoinflamatéria.
Estudo realizado por LeBlanc, Chaves e Perdigon (2009) mostrou que a administragao
de iogurte convencional, exerceu efeito anti-inflamatorio, reduzindo o dano colénico,
aumentando os niveis de interleucina 10 (IL-10) no tecido intestinal, enquanto que
houve diminuigdo nos niveis de interleucina 17 (IL-17) e interleucina 12 (IL-12). De
acordo com 0os mesmos autores, o efeito protetor do iogurte pode ser mediado atraves
de mudancgas na microbiota intestinal, aumentando as populac¢des de lactobacilos e
bifidobactérias.

O leite de cabra pode ser adequado para a produgao de iogurte, principalmente
devido a seu maior valor nutricional em relagdo ao leite de vaca, bem como, aos
beneficios para a saude associados ao seu consumo (SANTIS et al., 2019). O iogurte
de leite de cabra, no entanto, € menos aceitavel do que o iogurte feito com leite de
vaca, pois o leite de cabra tem um sabor diferente devido a presenca dos acidos
caprico, caprilico e capréico em sua composigao (COSTA et al., 2017).

Tém sido tentadas melhorias na qualidade e nas caracteristicas sensoriais do
leite de cabra, como a adicdo de culturas com caracteristicas de realce de sabor
(SANTIS et al., 2019), adicdo de frutas ou polpas de frutas (CUSMENCO; BULGARU,
2020; FENG et al., 2019), e o uso de gomas (PARK et al., 2019). A adigao de frutas e
vegetais pode contribuir para aumentar o valor nutricional e mascarar o sabor original
ou caracteristico desse produto, promovendo o consumo de laticinios caprinos (FENG
et al., 2019).

Um dos aditivos potenciais € o P. gounellei, uma cactdcea amplamente
difundida e adaptada ao clima seco da regido Nordeste do Brasil (FURTADO et al,,
2019). Estudos in vivo demonstraram os efeitos protetores e anti-inflamatorios do P.

gounellei sobre o edema da pata (DIAS et al.,, 2015) e em ratos com colite induzida
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(ASSIS et al., 2019), bem como seus efeitos gastroprotetores (SOUSA et al., 2018).
Portanto, a exploragéo dos constituintes do P. gounellei e seu potencial para uso no
desenvolvimento de novos produtos precisa ser explorada (DIAS et al., 2015).

Garcia et al. (2014) afirmam que o iogurte de cabra € uma matriz adequada
para inclusdo de ingredientes como frutas cristalizadas, geleias, mel, nozes, que sao
muito bem aceitos pelos consumidores.

Estudos do grupo da professor Rita Queiroga, do Departamento de Nutrigdo da
UFPB, demonstraram que a adi¢ao da geleia do P. gounellei resultou em um iogurte
com maior valor nutricional (teor de lipidios, proteinas e minerais) e propriedades
tecnolégicas (maior teor de umidade durante o armazenamento, menor acidez e
viscosidade reduzida) do que o iogurte convencional, sem impacto na aceitagao
sensorial (aparéncia, cor, consisténcia, aroma, sabor e aceitagdo geral) ou
caracteristicas sensoriais (aroma, consisténcia, textura, dogura, sabor e acidez)
(BEZZERIL, F., 2021). Com isso pode-se concluir que a geleia P. gounellei pode
melhorar o valor nutricional e as propriedades tecnolégicas do iogurte de leite de
cabra.

2.2 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

A toxicologia, observada sobre o ambito da ciéncia moderna, € uma ciéncia
multidisciplinar que, além de estudar os efeitos adversos ocasionados por agentes
quimicos no homem e no meio ambiente, estuda também as propriedades fisico-
quimicas de cada substancia avaliando a seguranga de seu uso. A avaliagdo da
toxicidade de uma droga é realizada com a finalidade de determinar o potencial de
novas substancias e produtos causar danos a salde humana (ADEBAL; DELIO;
DIAS, 2001).

Os estudos de avaliagao toxicolégica fomentaram uma crescente estruturagao
metodologica da Toxicologia Experimental e se concentram em duas grandes fases:
a fase nao clinica, realizada em espécies experimentais e a fase clinica, onde os
produtos que ndo demonstraram toxicidade significativa, nos estudos nao clinicos,
sdo testados em humanos voluntarios, sob rigorosos preceitos técnicos e éticos
(EATON, 2008).

Os relatos dos estudos experimentais devem especificar o método utilizado, os

modelos celulares, teciduais ou animais utilizados, os testes laboratoriais, os dados
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de farmacocinética e toxicologia. Os resultados nao clinicos devem permitir
demonstrar a relevancia dos achados, as possiveis aplicagdes terapéuticas e antever
alguns dos riscos com o seu uso (EATON; GILBERT, 2008).

No Brasil a toxicologia experimental n&o clinica € orientada pelo Guia para a
conducdo de estudos nao clinicos de toxicologia e seguranca farmacolégica
necessarias ao desenvolvimento de medicamentos e pelas OECDs 407, 408 e 423. O
Guia busca racionalizar estudos nao clinicos, evitando duplicidades e utilizagao
desnecessaria de animais, de forma harmonizada e cientificamente valida (BRASIL,
2013). Além disso, espera-se que eles possam fornecer dados confiaveis para dar
subsidios as futuras Pesquisas Clinicas.

Os ensaios toxicologicos nao clinicos de uma nova droga podem ser divididos
em trés fases: toxicidade aguda, subcrénica ou de doses repetidas por 28 dias e

crénica ou doses repetidas por 90 dias.

2.2.1 Ensaios Toxicoloégicos Agudos

Nos ensaios de toxicidade aguda utiliza-se como guia a OECD 423.

A toxicidade aguda da substédncia pesquisada €& avaliada através da
administragcdo no animal, de uma dose unica ou uma dose fracionada em um periodo
inferior a 24 horas.

Consiste em uma avaliagao preliminar, visto que antecedente os estudos
farmacologicos, e tem o objetivo de obter dados preliminares sobre as caracteristicas
toxicas de uma substancia e seus efeitos adversos num organismo, permitindo obter
informacdes acerca dos riscos para a saude resultantes de uma exposi¢ao de curta
duracgao pela via escolhida, servindo como base para a pesquisa crbnica.

Os ensaios de toxicidade aguda sao obrigatorios para todo tipo de substancia
em teste, independente do tempo de uso proposto para a espécie humana, pois
evidenciam o risco de intoxicagbes inadvertidas ou n&o, e a forma de preveni-las.
Além da letalidade, outras informagdes podem ainda ser obtidas numa avaliagao de
toxicidade aguda como: indicativos sobre o mecanismo de agao toxica; diagndstico e
tratamento das reacdes adversas; estabelecimento das doses para estudos adicionais
de toxicidade e informagdes para a comparacao de toxicidade entre substancias de
mesma classe (BARROS; DAVINO, 2003; OECD, 2001).
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Estudos para a determinagao de DL50 (dose letal 50% - dose que mata 50%
dos animais) segundo o Guia para a condugao de estudos nao clinicos de toxicologia
e seguranga farmacoldgica s&o necessarios ao desenvolvimento de medicamentos,
porém podem ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose letal
envolvendo um menor numero de animais, tais como os preconizados nos guias da
OECD.

2.2.2 Ensaios Toxicolégicos Subcrénicos

Nestes ensaios, a substancia é administrada em uma unica dose, por via oral
(gavagem), diariamente, durante o periodo de 28 dias, em concentragbes pre-
definidas (uma dose que produza o efeito terapéutico, uma dose que produza um
efeito adverso, mas ndo a morte ou sofrimento severo, e a outra dose seria a média
entre as duas primeiras), ndo devendo exceder 1mL/100g de peso corporal do
animal, exceto nos casos de solugdo aquosa em que 2mL/100g de peso corporal
pode ser usado. Sao feitas avaliagbes da administracédo prolongada do composto
sobre o consumo de agua e alimentos, evolug¢ao ponderal, parametros hematologicos
e bioquimicos, comparando-os com os padrdes para roedores descritos por Castello
Branco (2011), sdo realizados exames histopatologicos de 6rgdos dos ratos em
estudo. Os resultados serdo comparados com os dados obtidos nos animais do grupo
controle e com dados da literatura. Para orientacdo durante realizagao deste estudo,
€ utilizado a OECD 407.

2.2.3 Ensaios Toxicolégicos Crénicos

O estudo crénico de 90 dias fornece informagdes sobre os possiveis perigos
para a saude que podem surgir com a exposi¢ao repetida, por um periodo de tempo
mais prolongado que os estudos anteriores e que cubra a maturagéo e o crescimento
até a idade adulta dos animais em teste. O estudo fornece informagdes sobre os
principais efeitos toxicos, indicando o0s possiveis oOrgaos-alvo, permitindo a
caracterizacao da relacdo dose-resposta, identificacdo de um nivel de efeito adverso
nao observado (NOAEL) ou ponto de partida para estabelecimento de uma dose de
referéncia (BMD).
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O produto em estudo é administrado por via oral (gavagem) diariamente em
doses graduadas para varios grupos de animais experimentais, por um periodo de
pelo menos 90 dias. Durante o periodo de administragdo, os animais sao observados
de perto quanto a sinais de toxicidade, conforme recomendado pela OCDE
408. Animais que morrem durante o teste sido necropsiados assim como todos os
sobreviventes, na conclusio do teste, serao autopsiados.

A espécie preferida é o rato, embora outras espécies de roedores (por exemplo,
o camundongo) possa ser usado. Pelo menos 20 animais (dez fémeas e dez machos)
devem ser usados para cada dose. Deve haver pelo menos trés doses diferentes e
um controle. A escolha das doses pode ser baseada nos resultados de estudos
anteriores e deve levar em consideragdo quaisquer dados toxicolégicos e
toxicocinéticos existente disponivel para o composto de teste. Sao feitas avaliagcboes
da administragdo prolongada do composto sobre o consumo de agua e alimentos,
evolugao ponderal, parametros hematoldgicos e bioquimicos, sdo realizados exames
histopatoldgicos dos 6rgdos dos animais em estudo. Os resultados sdo comparados
com os dados obtidos nos animais do grupo controle e com dados da literatura.

Diante dos obstaculos encontrados com os estudos in vivo, levando em
consideracao as dificuldades para obtencdo e manutencdo dos animais para
experimentagao, e a grande quantidade de animais necessarios para realizagdo dos
estudos de toxicidade ndo clinica acima mencionados, este trabalho teve como
objetivo a realizagdo apenas dos ensaios de toxicidade nao clinico agudo do suco, da
geleia e o do iogurte do P. gounellei, e subcrbnico apenas do suco do P. gounellei,

visto que dele derivam os outros dois produtos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar ensaios toxicoldgicos ndo-clinico agudo do suco, da geleia e do
iogurte da geleia de Pilosocereus gounellei, bem como ensaios toxicologicos

subcrénico do suco do P. gounellei.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar efeitos toxicos e/ou ocorréncia de mortes;
e Avaliar o consumo de ragao e de agua;

¢ Avaliar a evolugao ponderal;

e Analisar parametros hematolégicos e bioquimicos;

e Investigar alteragbes anatomopatoldgicas e histopatologicas.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 LOCAL DE PESQUISA

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Ensaios
Toxicologicas (LABETOX) coordenado pela Profe. Dr2. Margareth de Fatima Formiga
Melo Diniz e pela Profé. Dr2. Caliandra Maria Bezerra Luna Lima, e no biotério Prof.
Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos - IPeFarM
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

5.2 MATERIAIS

5.2.1 Material Vegetal

A coleta dos cladddios de P. gounellei foi realizada, em uma area de cultivo
particular, localizada no municipio de Boa Vista, no estado da Paraiba, Brasil, com
coordenadas de Latitude: -7.16762352 / Longitude: -36.1432815. A planta foi
identificada pelo Prof. Dr. Leonardo Person Felix do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba - (CCA/UFPB) e a espécie certificada (17.562) foi
depositada no Herbario Prof. Jaime Coelho Morais (CCA/UFPB). A coleta de material
vegetal foi realizada com autorizagcdo do numero do Sistema de Informagao e
Biodiversidade do Brasil (SISBIO), numero (62681) e do Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do conhecimento tradicional associado (SISGEN), numero
(AA17429).

5.2.2 Preparagao e Composig¢ao do Suco de P. gounellei

Os cladodios foram selecionados considerando sua integridade fisica. Foram
removidos os espinhos no momento da coleta, sendo os mesmos transportados em
caixas de poliestireno, sob refrigeragao a temperatura de 5 °C 1.

Ap6s adequada higienizag&o e desinfecgao por imersdo em agua clorada (100
ppm) por 15 minutos, seguido de enxague, os cladodios tiveram as cascas removidas

com o auxilio de uma faca e foram cortados em pedagos de 5 cm x 5 cm, em seguida
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foram processados em uma despolpadeira horizontal (MecVal®) até obtengdo do suco,
armazenado em garrafas de vidro a temperatura de -20 °C, para posterior utilizagédo e
elaboracédo da geleia.

Todo o processo de producdo do suco foi realizado no laboratorio de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da saude, da
UFPB, e este nos foi cedido gentilmente pela professora Rita de Cassia Ramos do

Egypto Queiroga.

5.2.3 Processo de Elaboragao da Geleia de P. gounellei

O cilindro vascular foi processado em uma despolpadeira horizontal (MecVal®)
até obtencao do suco, visando retirar a maior proporc¢ao de fibras, para utilizagao na
elaboracao da geleia.

Na elaboragdo da geleia, utilizou-se a proporgao de 70:30 suco: agucar (p/p).
A seguir foram submetidos a cocg¢do por 45 minutos sob agitagdo manual até
consisténcia de gel. A verificagao do ponto de geleia teve como base o teor de solidos
soluveis (°Brix), utilizando refratdmetro digital (marca Hanna®, modelo HI 96801). A
geleia artesanal do P. gounellei, se encontra protegida pela patente de numero BR 10
2018 073370 2.

Todo o processo de produgcdo da geleia foi realizado no laboratério de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da saude, da
UFPB, e esta nos foi cedida gentilmente pela professora Rita de Cassia Ramos do
Egypto Queiroga.

5.2.4 Processo de Elaboragao do logurte

O iogurte foi processado em triplicata a partir de uma adaptagao da metodologia
descrita por Queiroga et al. (2011). O leite caprino pasteurizado foi submetido a
tratamento térmico (90 °C/ 10 min). Em seguida, o leite foi resfriado a 45 °C. Adicionou-
se primeiramente 5% de sacarose e em seguida as culturas starter composta por
Streptococcus salivarius subsp. thermophillus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus foram inoculadas em uma concentragcéo de 0,4 g/L. A fermentagao foi

realizada em estufa (BOD) a uma temperatura de 45 °C por 4 horas. O ponto final da
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fermentacao foi verificado a partir da firmeza do coagulo e determinagao do pH, o qual
deveria estar no ponto maximo 4,5. Posteriormente foi resfriado a = 4 °C.

Em seguida o coagulo foi quebrado mediante agitagdo manual utilizando um
bastdo de vidro, de maneira padronizada, e prosseguiu-se com a adicdo da geleia na
concentragado de 10%. Por fim, foi realizado o envase nas garrafas de polietileno de
alta densidade e o produto armazenado sob refrigeracao (+ 4 °C), até a realizagao das
analises em triplicata.

Todo o processo de produgdo do iogurte foi realizado no laboratério de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da saude, da
UFPB, e este nos foi cedido gentilmente pela professora Rita de Cassia Ramos do

Egypto Queiroga.

5.2.5 Animais

Para os testes de toxicidade foram utilizados ratos Wistar (Ratus novergicus),
albinos, adultos, machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 180 e
220 gramas, que foram fornecidas pela Unidade de Produg¢do Animal (UPA) do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), UFPB, Brasil. Todos
0s animais foram agrupados em gaiolas de polietileno medindo 49X34X16¢cm. Foram
mantidos sob condicdes controladas de temperatura de 22 + 3 °C, em ciclos de claro
e escuro de 12 horas (6h00 as 18h00 claro e de 18h00 as 6h00 escuro) com livre
acesso a agua e a uma dieta controlada, a base de ragao do tipo pellets durante todo
o periodo de experimentacdo, e sem uso de qualquer medicamento. Os
procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEUA) da UFPB, protocolo N° 1275210718. A eutanasia dos
animais foi realizada por sobredose de solugdo anestésica contendo 300 mg/Kg de
Cetamina e 30 mg/Kg de Xilazina, sendo administrado por via Intraperitoneal (IP).

5.2.6 Aparelhagem

Analisador bioquimico automatizado Chemwell-T para determinacdes

bioquimicas no soro dos animais em experimentacgao;
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Analisador de ions seletivos, AVL 9180 - Electrolyte Analyzer AVLAB®, para
determinacdes dos ions sodio, potassio, calcio, magnésio e cloreto no soro dos
animais testados nos experimentos toxicologicos;

Analisador hematolégico celular automatico de uso veterinario — SCIL Vet
abx - Homba ABX®, para obtencdo de hemograma e contagem de plaquetas. Os

esfregacos sanguineos seréao corados pelo Giemsa;

Balanga analitica marca AID® - HR - 120g — Japéo, para pesagem das

substancias testadas e 6rgaos;

Balanga eletrébnica BG — 8000 GEHAKA®, para pesagem dos animais e
determinagdo do consumo de agua e ragao;
Canula de Gavagem, para administragado dos produtos;

Centrifuga BIO ENG® BE 4000, para separagao do soro em dez minutos, a
3500 rpm;

Glicosimetro ACCU - CHEK PERFORMA NANO - monitor de glicemia com
fitas reativas, para determinag&o quinzenal da glicemia dos animais no experimento

de toxicidade subcronica;

HEMATEL 200® e microscopio Nikon®, para confirmacdo e controle da

contagem das células sanguineas;

Microscopio RML5® Askmania-Germany, utilizado nas analises

histopatoldgicas;

Termdmetro digital, modelo MC — 3BC®, OMRONY/China, para determinacao.



35

6 METODOLOGIA

6.1 ENSAIO TOXICOLOGICO AGUDO

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo as orientagées da OECD
423 (2001).

Foram utilizadas 36 ratas Wistar (Ratus novergicus), albinas, adultas, fémeas
(nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 180 e 220 gramas, fornecidas pela Unidade
de Produgao Animal (UPA) do IPeFarM - UFPB.

Estas, foram divididas em doze gaiolas de polietileno, contendo 3 animais em
cada, e foram mantidas sob condigdes controladas de temperatura (22+ 3°C), em
ciclos de claro e escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ragao do tipo pellets,
e sem uso de medicamentos.

Para o estudo de toxicidade aguda, foram realizados testes com trés produtos

diferentes: 1 - Suco do P. gounellei, cujo controle foi agua; 2 - logurte acrescido da
geleia da polpa do P. gounellei, o controle foi iogurte puro, sem a geleia; 3 - Geleia
do P. gounellei, sendo o controle a geleia sem o suco do P. gounellei. O estudo foi

feito com a dose de 2000mg/kg de cada substancia, que foi administrada em dose
unica, via oral, por gavagem. A escolha da dose foi feita segundo as orientagdes da
OECD 423 para realizagao do teste limite.

O principio deste teste, segundo a OECD 423, é baseado em um “passo a
passo”, com o uso do menor numero possivel de animais. Apds a administracédo da
substancia na dose definida, que neste estudo foi de 2000 mg/kg, foram observados
os efeitos gerais apresentados pelos animais experimentais nos intervalos: 30, 60, 90,
120, 180 e 240 minutos no primeiro dia e uma vez ao dia, sempre no mesmo horario,
nos 13 dias seguintes. Diariamente, foram observados o consumo de agua e a

ingestao de alimentos, ja a evolugédo ponderal foi realizada semanalmente.

Ao fim do periodo de observacao de 14 dias, todos os animais sobreviventes
foram eutanasiados por injecado de quetamina (300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg),
segundo recomendagdao do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA), e em seguida autopsiados. Foram feitas analises de parametros
hematoldgicos e bioquimicos, e a coleta de sangue foi realizada através da sangria
do plexo braquial. Os seguintes orgaos foram encaminhados para estudo
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histopatoldgico: estdbmago, bacgo, figado, pulméo, coracgédo, rim.

6.1.1 Consumo de Agua e Ragio e Avaliagdo Ponderal

Foi avaliado o consumo de agua e de racéo na forma de pellets pelos animais,
durante todo experimento. Foram colocadas as mamadeiras graduadas com agua e,
no dia seguinte, registrou-se o volume de agua ingerido pelos animais. Quanto ao
consumo de alimentos, a ragao foi colocada diariamente, nas gaiolas, no dia posterior,
foi contabilizado o peso consumido da mesma. J4 a pesagem dos animais foi realizada

semanalmente.

6.1.2 Analise Laboratorial do Sangue

Apos jejum de 12 horas, as amostras de sangue foram recolhidas a partir do
plexo braquial, sendo coletadas em tubos, contendo Acido Etilenodiamino Tetracético
(EDTA) para determinagao dos parametros hematolégicos, e foram utilizados tubos
com gel separador — Tubos para Coleta de Sangue VACUETTE® — posteriormente
centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm, para obtengao do soro para a determinagéo

dos parametros bioquimicos.

6.1.2.1 Parametros hematologicos

Os parametros hematoldgicos englobam a analise da série vermelha
(eritrograma), branca (leucograma) e contagem de plaquetas. No eritrograma foi
realizada a contagem de hemacias, determinagdo do hematdcrito, da hemoglobina,
do Volume Corpuscular Médio (VCM), da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), e
da Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). No leucograma foi
feita a contagem global dos leucdcitos e contagem da diferenciagao celular. Para a
realizagdo do hemograma foi utilizado o Analisador Hematolégico URIT 3000 VET
PLUS.



37

6.1.2.2 Parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras de soro. As dosagens
da glicose, ureia, colesterol total, triglicerideos, acido urico (pelo método
enzimatico), creatinina, transaminases: Aspartato Aminotransferase (AST) e
Alanina  Aminotransferase (ALT), Gama Glutamil Transferase (GGT), Fosfatase
Alcalina (FAL), amilase, (LDH), e proteinas totais foram realizadas no analisador
bioquimico automatizado CHEMWELL-T. O sédio, potassio, calcio, magnésio, fosforo

e cloreto foram determinadas pelo analisador bioquimico Architect c8000- Abbott.

6.1.3 Exame Anatomopatolégico e Histopatolégico

Os animais de cada grupo tratado e dos grupos controle, foram eutanasiados
por injecao de quetamina (300mg/Kg) e a xilazina (30mg/Kg), segundo recomendagao
do CONCEA, e em seguida autopsiados, submetidos a exames macroscopicos. Foi
efetuada a consecutiva ressecg¢ao e pesagem dos pulmdes, coragao, estbmago, baco,
figado e rins. Os pulmdes foram submetidos a perfuséo, via traqueia, com solugéo de
formol a 10%, tamponada; enquanto os demais 6rgdos foram fixados em formalina
tamponada em um volume superior, no minimo a 10x o volume da pecga, garantindo a
integridade do tecido, evitando a sua degradacgao por enzimas presentes no interior
das células ou por bactérias, além de preservar a estrutura e a composic¢ao celular.

Apoés 72 horas, os orgaos foram resseccionados para processamento histopatologico.

6.2 ENSAIOS TOXICOLOGICOS SUBCRONICOS

Animais pré-selecionados (ratos Wistar) foram distribuidos em quatro grupos
de dez, sendo 5 machos e 5 fémeas, segundo recomendacdo do Guia para a
condugcdo de Estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranga farmacologicos,
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013) e segundo a
OECD 407. Trés grupos foram tratados diariamente, no turno da manha, por via oral
(gavagem), com trés diferentes doses do suco: 200mg/kg (5mL/kg), 300mg
(7,5mL/kg) e 400mg/kg (10mL/kg), por um periodo de 28 dias. Ao grupo controle foi

administrado agua. Para a escolha da dose seguiu-se a recomendagao da OECD que
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orienta a utilizacao de e diferentes doses do roduto avaliado, sendo uma que produza
o efeito terapéutico, uma dose que produza um efeito adverso que nao seja a morte e
a terceira pode ser a média aritmética das doses escolhidas. Portanto, a escolha da
dose baseou-se em estudos prévios do suco do P. gounellei, que avaliaram o potencial
nutricional e a presenga de compostos bioativos justificando sua utilizagdo na
avaliacao do efeito anti-inflamatério na mucosa intestinal, nas doses de 5mL/kg e
10mL/kg. Este efeito foi evidenciado através da melhora do dano tecidual
macroscopico e diminuigdo dos marcadores inflamatérios e foi associado a presenca
dos flavonoides, compostos fendlicos e fibras soluveis (ASSIS et al., 2019;
CARVALHO et al., 2021).

Foram feitas avaliagdes da administracdo repetida do suco sobre o consumo
de agua e alimentos, evolugdo ponderal, pardmetros hematoldgicos, bioquimicos,
comparando-se com os padrdes para roedores descritos por Castello Branco (2011),
foram realizados exames histopatoldgicos dos seguintes 6rgaos dos ratos em estudo:
coragao, pulméo, rim, estbmago e bago. Os resultados foram comparados com os

dados obtidos nos animais do grupo controle e com dados da literatura.

6.2.1 Consumo de Agua e Alimento

Neste experimento foi avaliado o consumo de agua e de ragdo na forma de
pellets pelos animais, em ambos 0s sexos, nos 28 dias de tratamento.

Foram colocadas mamadeiras graduadas cheias e, no dia seguinte, registrou-
se o0 volume de agua ingerido pelos animais.

Quanto ao consumo de alimentos, a racgao foi colocada diariamente, em caixas
contendo cinco animais e, no dia posterior, foi contabilizado o peso consumido de

racao.

6.2.2 Peso Corporal

A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para calculo da dose
administrada.
Para os calculos da evolucédo da curva ponderal foram computados os pesos

no fim de cada semana.
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6.2.3 Avaliagao Laboratorial do Sangue

Apos os 28 dias de tratamento, no término do experimento para avaliagéo da
toxicidade subcrénica, foram coletadas amostras de sangue, através de sangria do
plexo braquial, de todos os animais, machos e fémeas, dos grupos tratados com o
suco e do grupo controle para a analise laboratorial do sangue, seguindo a

metodologia descrita no ensaio agudo.

6.2.3.1 Parametros hematoldgicos

As analises hematoldgicas englobam a analise da série vermelha (eritrograma),
branca (leucograma) e contagem de plaquetas. No eritrograma foi realizada a
contagem de hemacias, determinagdo do hematécrito, da hemoglobina, do Volume
Corpuscular Médio (VCM), da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), e da
Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). No leucograma foi feita
a contagem global dos leucdcitos e contagem da diferenciagao celular. Para a
realizacdo do hemograma foi utilizado o Analisador Hematolégico URIT 3000 VET
PLUS.

6.2.3.2 Parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras de soro. As dosagens
da glicose, ureia, colesterol total, triglicerideos, acido urico (pelo método
enzimatico), creatinina, transaminases: Aspartato Amino Transferase (AST) e
Alanina Amino Transferase (ALT), Gama Glutamil Transferase (GGT), Fosfatase
Alcalina (pelo método cinético), Amilase, DHL e proteinas totais (pelo método do
biureto) foram realizadas no analisador bioquimico automatizado CHEMWELL-T. O
soédio, potassio, calcio, magnésio, fosforo e cloreto foram determinadas pelo
analisador bioquimico Architect c8000 - Abbott.

6.2.4 Exame anatomopatolégico e histopatoldgica

Os animais de cada grupo tratado e dos grupos controle foram eutanasiados
por injecdo de quetamina (300mg/Kg) e a xilazina (30mg/Kg), segundo recomendagao
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do CONCEA, e em seguida autopsiados, submetidos a exames macroscopicos. Foi
efetuada a consecutiva ressecg¢ao e pesagem dos pulmdes, coragao, estbmago, baco,
figado e rins. Os pulmdes foram submetidos a perfusédo, via traqueia, com solugéo de
formol a 10%, tamponada; enquanto os demais 6rgdos foram fixados em formalina
tamponada em um volume superior, no minimo a 10x o volume da peca, garantindo a
integridade do tecido, evitando a sua degradacgao por enzimas presentes no interior
das células ou por bactérias, além de preservar a estrutura e a composicéo celular.
Apoés 72 horas, os orgaos foram resseccionadas para processamento histopatologico.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados, foram utilizados o Teste “t” de Student
nao pareado e ANOVA, utilizando o Software Graph Pad Prism 6.0 sendo os

resultados considerados significativos quando apresentarem valores de p < 0,05.
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8 RESULTADO

8.1 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA

Nao ocorreu nenhuma morte durante os 14 dias de avaliacdo destes animais e

todos foram avaliados com relagdo aos seguintes parametros.

8.1.1 Consumo de Agua

Em relac&o aos habitos fisiolégicos, pode-se observar que, quanto ao consumo
de agua, houve uma diminuigdo estatisticamente significativa entre os grupos que
receberam a geleia da polpa e o suco do Pilosocereus gounellei na dose de
2000mg/kg comparado a seus respectivos controles, durante os 14 dias. Ja o grupo
que recebeu o iogurte acrescido da geleia da polpa do P. gounellei na dose de
2000mg/kg, durante este mesmo periodo, os resultados mostrados na Tabela 1,

indicam que nao houve diferenca significativa entre o grupo tratado o controle.

Tabela 1 - Consumo de agua e ragédo de Ratos Wistar fémeas, tratadas com a dose de 2000
mg/kg, do suco, geleia e iogurte com geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade
aguda

GRUPO
CTAl logurte CT-G Geleia CT-S Suco

CONSUMO = 185,9+6,1 1966150 = 212,3t52 193,4+6,07* = 175,546,3  157,5t4,9*
DE AGUA
(mL)

CONSUMO = 111,8+5,0 105,4+3,8 112,2+3,3 105,9+2,4 102,8£3,1 113,813,8
DE RACAO
(9)
Os valores estédo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Ndo-pareado. *p<0,05. CT-

I: Controle do logurte. CT-G: Controle da Geleia. CT-S: Controle do Suco.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 1 - Consumo de Agua de Ratos Wistar fémeas, tratadas com a dose de 2000 mg/kg,
do suco, geleia e iogurte com geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Os Griaficos 1A, B, C, indicam o consumo de agua de ratos Wistar, fémeas,
tratadas com a dose de 2000 mg/kg com o suco, a geléia e o iogurte do P. gounellei,
durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estao expressos em média + e.p.m.

(n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05.

8.1.2 Consumo de Ragao

Em relagcdo ao consumo de ragao, nao foi encontrado diferenca estatistica
significativa em relagdo aos grupos tratados com o suco, a geleia e o iogurte do P.
gounellei e seus respectivos controles.
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Grafico 2 - Consumo de racao de Ratos Wistar fémeas, tratadas com a dose de 2000 mg/kg,
do suco, geleia e iogurte com geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Os Graficos 2A, B, C, indicam o consumo de ragao de ratos Wistar, fémeas,
tratadas com a dose de 2000 mg/kg com o suco do P. gounellei, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de

Student | Nao-pareado. *p<0,05.

8.1.3 Evolugao Ponderal

Com relagao a evolugao ponderal pode-se observar que durante os 14 dias de
avaliacdo, os animais que receberam o iogurte da geleia apresentaram um ganho de
peso menor comparado ao grupo controle, como pode ser visto no Grafico 3. Este

grupo apresentou um delta de ganho de peso de 16,1g + 1,7g, enquanto que o seu
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controle teve um ganho de 23,0g + 1,9g. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05.
Grafico 3 - Delta de ganho de peso de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000

mg/kg, de iogurte com geleia do P. gounellei, durante os 14 dias do ensaio de toxicidade
aguda
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Ja o grupo da geleia apresentou uma variagado de peso maior (25,19 + 4,29),
durante os 14 dias de experimento, comparado ao seu controle (15,3g + 1,6g), como
pode ser visto no Grafico 4. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student | Nao-pareado. *p<0,05.

Gréfico 4 - Delta de ganho de peso de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000
mg/kg, com a geleia do P. gounellei, durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda
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Fonte: Dados da ;-)esquisa, 2021.
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Ao avaliar o grupo do suco e seu controle, pode-se perceber que a variagao de

peso entre os dois foi semelhante, como mostra o Grafico 5. Os valores estao

expressos em meédia + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05.

Grafico 5 - Delta de ganho de peso de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000
mg/kg, com o suco do P. gounellei, durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.1.4 Analise Laboratorial do Sangue

8.1.4.1 Parametros bioquimicos

Poucas alteracbes foram evidenciadas na avaliacdo dos parametros
bioquimicos, porém, algumas foram estatisticamente significativas. Houve diminui¢ao
nos niveis de ureia (Grafico 6) e lipase (Grafico 7) nos animais que receberam o suco
do P. gounellei, além de um aumento significativo do cloro e do magnésio, como pode
ser visto respectivamente nos Graficos 8 e 9. No grupo que recebeu a geleia do P.
gounellei foi observado um aumento da ALT (Grafico 10) em comparagéo ao grupo
controle. No grupo que recebeu o iogurte com a geleia do P. gounellei, foi identificada
uma diminuigao significativa nos niveis de LDH (Grafico 11), fosforo (Grafico 12) e

magnésio (Grafico 13), em relagdo ao controle (Tabela 2A e B).
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Tabela 2A - Parametros Bioquimicos de Ratos Wistar tratados com a dose de 2000 mg/kg do
suco, da geleia e do iogurte com a geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade

aguda

Grupos CT-1 logurte CT-G Geleia CT-S Suco
Glicose 124,742,2 128,8+7,7 149,3+1,1 154,8+11,4 104,0+6,7 129,0+6,8
(mg/dL)
Ureia 28,3+1,2 32,525 24,3+0,2 25,8+0,7 36,7+1,1 31,5+1,5*
(mg/dL)
Creatinina 0,4+0,0 0,4+0,0 0,4+0,01 0,4+0,0 0,4+0,02 0,4+0,0
(mg/dL)
Colesterol 58,3+3,2 53,743,7 54,0+1,0 55,846,2 64,7+4,4 59,8+4,0
(mg/dL)
Triglicerideos 33,34£3,2 35,7+2,9 32,3+2,4 35,3+4,8 26,0+1,0 29,3+2,0
(mg/dL)
Acido urico 1,140,2 0,8+0,1 1,5+0,5 1,9+0,9 0,7+0,1 1,1+0,2
(mg/dL)
AST 193,3446,0 129,5+19,5 79,3+2,6 31,0+1,6 119,3+2,1 207,7+67,4
un
ALT 37,7+2,8 39,242,9 239,3+101,1  66,0+18,2* 47,0+4,2 39,5+4,0
(un
Fosfatase 123,0+7,7 112,5+15,0 100,7+10,4 90,519,2 143+19,8 115,5+14,16
Alcalina (U/1)
Bilirrubina 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,1£0,0
(mg/dL)
Amilase 330,7+17,4 312,8+15,6 361,7+3,7 339,3+13,6  263,3£15,8 297,0+16,66
(U/dL)
Lipase 5,0+0,6 5,5+1,3 5,7+1,1 5,6+1,1 6,3+0,8 3.840,7*
(g/dL)

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Ndo-pareado. *p<0,05.
CT-I: Controle do logurte. CT-G: Controle da Geleia. CT-S: Controle do Suco. AST: Aspartato
Aminotransferase. ALT: Alanina Aminotransferase.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Tabela 2B - Parametros Bioquimicos de Ratos Wistar tratados com a dose de 2000 mg/kg do
suco, da geleia e do iogurte com a geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade

aguda
Grupos CT-1I logurte CT-G Geleia CT-S Suco
Proteinas 6,2+0,1 5,940,1 6,0£0,1 6,1£0,1 6,1£0,1 5,940,1
totais (g/dL)
Albumina 3,1+0,0 3,240,1 3,1£0,1 3,240,1 3,240,1 3,2+0,0
(9/dL)
Globulina 3,0+0,1 2,7+0,7 2,840,7 2,740,1 2,940,1 2,7+0,0
(g/dL)
LDH 1656,0+£36,3 1301,0+88,2 814,0+86,7 1429,0+373, 1336,0+72,1 1153,0+196,
(un) 8* 5 1
Calcio 10,0£0,1 9,940,0 10,0+0,1 10,0£0,1 10,1£0,0 10,1+0,1
(mg/dL)
Cloro 101,7+40,2 102,3+0,6 101,7+0,2 102,340,8 100,740,2 102,7+0,7*
(un
CPK 1727,0+£538, 845,2+161,4  440,0+18,6 687,3t201,9 672,2+28,9  1001,0+230,
(un 0 8
Fésforo 6,4+0,2 5,7+£0,1* 6,2+0,3 6,2+0,6 6,5+0,0 6,6+0,4

(U/dL)
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Magnésio 2,2+0,0 2,0+0,0* 2,2+0,0 2,2+0,2 2,0+0,0 2,1+0,0*
(g/dL)

Potassio 4,4+0,1 4,2+0,1 4,5+0,5 4,5+0,4 4,3+0,0 4,540,3
(g/dL)
Sédio 142,0+0,4 142,3+0,3 142,7+0,2 141,7+0,5 142,040,0 142,310,3
(g/dL)

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Ndo-pareado. *p<0,05.
CT-I: Controle do logurte. CT-G: Controle da Geleia. CT-S: Controle do Suco. LDH: Desidrogenase
Lactica. CPK: Creatinofosfoquinase.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 6 - Ureia dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o suco do P. gounellei,
durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média * e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student /| Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 7 - Lipase dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o suco do P.
gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média *
e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 8 - Cloro dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o suco do P. gounellei,

durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 9 - Magnésio dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o suco do P.

gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estao expressos em média +
e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05

Magnésio Fémeas
2.5- *
3 2.0
E-)
£ 15-
.8
3 1.0-
c
S 0.5
S o
0.0-
Controle Suco
Grupos

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 10 - ALT dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com a geleia da polpa do
P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média

e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 11 - LDH dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o iogurte acrescido
da geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos
em média = e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 12 - Fésforo dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o iogurte acrescido
da geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos
em média = e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05

Foésforo Fémeas

8-
. —_
= 6
z
(=]
£
-~ 44
o
S
2
8 2-
[T

0 T

Controle lorgute
Grupos

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 13 - Magnésio dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o iogurte
acrescido da geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estéao
expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.1.4.2 Parametros hematoldgicos

N&o foi observado diferenga significativa entre os parametros hematologicos
dos animais que receberam o suco do P. gounellei na dose de 2000mg/kg e seu
controle.

No grupo tratado com a geleia da polpa do P. gounellei na dose de 2000mg/kg
durante 14 dias, ocorreu um aumento estatisticamente significativo no VCM e no RDW

em relagao ao controle, como pode ser visto nos Graficos 14 e 15.
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Nas fémeas que receberam o iogurte acrescido da geleia do P. gounellei na

dose de 2000mg/kg houve uma diminuigdo do hematécrito (Grafico 16), dos linfocitos

(Grafico 17) e um aumento no RDW (Grafico 18) estatisticamente significativo em

relacdo ao grupo controle.

Tabela 3 - Parametros hematolégicos de Ratos Wistar tratados com suco, geleia e iogurte
com a geleia do P. gounellei na dose de 2000 mg/kg durante o ensaio de toxicidade aguda

Grupos CT-1 logurte CT-G Geleia CT-S Suco
Hemacias (10° mm3) 8,1+0,0 8,0£0,2 8,0+0,2 8,0£0,2 8,0+0,1 7,6+0,1
Hemoglobina (g/dl) 14,2+0,1 13,440,3 13,9+0,2 13,640,4 13,9+0,1 13,4+0,2

Hematocrito 41,1+0,3 38,6+0,8* 40,4+0,5 40,0+0,9 39,8+0,4 13,410,2
(%)
VCM 50,8+0,3 48,117 39,9+0,9 49,5+0,3* 49,940,4 50,9+0,6
()
HCM 17,5+0,0 39,9+0,9 16,8+0,2 16,8+0,2 17,5+0,2 17,5+0,2
(npg)
CHCM 34,5+0,1 39,7+0,3 34,3+0,2 34,3+0,2 35,0+0,7 34,440,2
(%)
Leucdcitos (10/mm)  4160,0+712, 4100,0+148, 3780,0+563,4 4300,0+876, 5240,0+815,2 3360,0+510,
5 3 4 5
Neutréfilo 15,2+1,7 20,8+1,0 16,6+1,0 26,2+5,5 20,0+3,4 15,610,4
(%)
Eosindfilo 0,0£0,0 0,2+0,2 0,2+0,2 0,2+0,2 0,2+0,2 0,2+0,2
(%)
Linfocito 73,2421 65,6+1,5* 71,6+2,4 64,8+4.,4 70,6£3,5 72,841,2
(%)
Monoécito 11,8+0,7 11,8+0,7 10,2+1,2 8,6+1,4 9,2+0,8 11,4+1,5
(%)
Plaquetas 997400+616 997400+616 487600+1985 810400+115 97420044292 8792004861

(10/mm) 75 75 11 939 5 02

RDW 12,740,2 12,7+0,2 13,9+0,3 14,6£0,1* 10,7£2,4 12,8+0,5
(%)
VPM 5,6+0,1 5,6+0,1 5,840,2 5,8+0,1 5,7+0,0 5,6+0,0

(mm?)

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Ndo-pareado. *p<0,05. CT-
I: Controle do logurte. CT-G: Controle da Geleia. CT-S: Controle do Suco. VCM: Volume Corpuscular
Médio. HCM: Hemoglobina Corpuscular Média. CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular
Média. RDW: Red Cell Distribution (amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos). VPM: Volume

Plaquetario Médio.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 14 - VCM dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com a geleia da polpa do
P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student /| Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 15 - RDW dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com a geleia da polpa do
P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 16 - Hematdcrito dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o iogurte
acrescido da geleia da polpa do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 17 - Linfécitos dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o iogurte
acrescido da geleia da polpa do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 18 - RDW dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg com o iogurte acrescido
da geleia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estao expressos
em média = e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05

RDW Fémeas
40+ *

Controle lorgute
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.1.4.3 Avaliagdo anatomopatologica e histopatoldgica

Foram avaliados macroscopicamente o coragao, estdmago, figado, bacgo,
pulmdes e rins de todos os animais submetidos a este estudo. Os 6rgdos nao
apresentaram alteragdes macroscopicas € nem microscopicas, como mudancas
estruturais, inflamacgao aguda e crénica, fibrose e necrose. Além destes parametros,
o figado, foi avaliado quanto a presenca de esteatose, que nao foi evidenciada em
nenhum dos grupos avaliados.
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Os cortes histolégicos de coragao, estdmago, figado, pulmé&o e rins, foram
analisados pela coloragdo hematoxilina e eosina em microscopio Optico com

aumentos de x40, x100 e x400.

Coragao

Os grupos controle e tratado apresentaram achados histologicos idénticos ao
normal com preservacdo das trés camadas do coragdo: endocardio, miocardio e
epicardico (camada visceral do pericardio seroso) como pode ser visto na figura 1. O
endocardio apresentando endotélio integro, presencga de tecido conjuntivo frouxo e
células de purkinje na camada subendocardica. As células musculares cardiacas
apresentaram um ou dois nucleos centrais. O miocardio na parede ventricular mais
espesso do que nos atrios, caracteristica de normalidade, células musculares
cardiacas preservadas em tamanho, forma e niumero com discos intercalares tipicos.
Valvas cardiacas e septos interventriculares preservados. Epicardio integro e aderido

ao miocardio, com vasos sanguineos e nervos bem preservados.

Figura 1 - Fotomicrografias representativas do coracao dos grupos experimentais

Legenda: A- Grupo controle do suco (HE 100X); B- Grupo do
suco do P. gounellei (HE 100X); C- Grupo da geleia do P.
gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com a geleia do P.
gounellei (HE 100X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Estomago

Os grupos controle e tratado apresentaram, na camada mucosa, presenga de
glandulas gastricas, Idmina prépria e muscular da mucosa. As gléandulas gastricas
apresentaram no colo (regido superficial das glandulas gastricas voltada para o lumen)
destruicdo de algumas células gastricas. A camada submucosa bem caracteristica
com presenga de vasos sanguineos; a muscular externa com presenga das camadas
circular interna e longitudinal externa e a camada serosa integra. Esse perfil é
caracteristico de normalidade. O grupo tratado apresentou constituicdo e espessura
das camadas mucosa, submucosa e muscular externa, semelhantes ao controle,

como pode ser observado na figura 2.

Figura 2 - Fotomicrografias representativas do estémago dos grupos experimentais

N

Legenda: A- Grupo controle do suco (HE 100X); B- Grupo
do suco do P. gounellei (HE 100X); C- Grupo da geleia do P.
gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com a geleia do P.
gounellei (HE 100X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Figado

Os figados dos animais de todos o0s grupos apresentaram ao exame
microscopico arquitetura do tipo lobular preservada, veias de paredes finas
equidistantes, espacos portais regularmente distribuidos, comportando triades
hepaticas (ducto biliar, ramo da veia porta e ramo da artéria hepatica). Os hepatdcitos

apresentaram organizacao em placas direcionadas para as veias centrolobulares de
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paredes finas, diferenga no tamanho dos nucleos, alteragao na afinidade ao corante,
promovendo alteragdo na coloragdo do citoplasma e do nucleo, caracterizando
proliferacao celular. As caracteristicas encontradas sdo compativeis com normalidade

e sao melhor avaliadas na figura 3.

Figura 3 - Fotomicrografias representativas de figado dos grupos experimentais

Legenda: A- Grupo controle da geleia (HE 100X); B-
Grupo do suco do P. gounellei (HE 100X); C- Grupo da
geleia do P. gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com
a geleia do P. gounellei (HE 100X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Pulmoes

Ao exame microscopico, 0 pulmdo dos animais de ambos os grupos,
apresentaram bronquiolos conservados, revestidos internamente por epitélio variando
do pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes ao simples colunar
ciliado, camada relativamente espessa de musculo liso e camada adventicia externa,

caracteristicas de normalidade. Ver figura 4.
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Figura 4 - Fotomicrografias representativas de pulmdes dos grupos experimentais

Legenda: A- Grupo controle do suco (HE 100X); B- Grupo do
suco do P. gounellei (HE 100X); C- Grupo da geleia do P.
gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com a geleia do P.
gounellei (HE 100X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Rins

Os grupos apresentaram, na analise histolégica, caracteristicas de
normalidade. Na regido cortical, os I6bulos estavam conservados com corpusculos
renais (corpusculo de Malpighi) preservados, envolvidos por fina capsula de Bowmann
(folheto visceral e folheto parietal) e glomérulos. Os tubulos contorcidos proximais e
distais, al¢ca de Henle, ductos e tubulos coletores estavam revestidos por epitélio com
altura variavel, de colunar a pavimentoso, tipico do tecido renal. Os corpusculos renais
estavam sustentados por delicado mesangio. As artérias e veias intralobulares
apresentavam-se regularmente distribuidas. Na regido medular, a estrutura das algas
de Henle, tubulos coletores, ductos, e vasos retos estavam conservados. As artérias
e veias interlobares apresentavam-se regularmente distribuidas, como pode ser visto

na figura 5.
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Figura 5 - Fotomicrografias representativas de rins dos grupos experimentais

Legenda: A- Grupo controle do suco (HE 100X); B- Grupo do
suco do P. gounellei (HE 100X); C- Grupo da geleia do P.
gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com a geleia do P.
gounellei (HE 100X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.2 ENSAIO DE TOXICIDADE SUBCRONICA
8.2.1 Consumo de Ragao

Em relagdo aos habitos fisioldégicos, pode-se observar que houve uma
diminuicao estatisticamente significativa, no consumo de ragédo, nos machos do grupo
de dose de 7,5mL/kg, na primeira, segunda e terceira semana do experimento. Os
machos que receberam a dose de 10mL/kg também apresentaram uma diminui¢ao
estatisticamente significativa, no consumo de ragao, na terceira semana do estudo.
Entre as fémeas foi observado uma diminuicdo do consumo de ragao nos grupos de
5mL/kg na terceira e quarta semana do estudo, e no grupo de 7,5 mL/kg na segunda,

terceira e quarta semana do experimento.



Tabela 4 - Consumo semanal de ragao por ratos Wistar
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Semanas
Machos
12 2a 3a 42
Controle 146,0+2,9g 134,3+2,6g 128,0+2,1g 117,4+2,6g
5 mL/kg 142,0+2,69 134,3+2,4g 132,0+2,0g 118,3+7,69
7,5 mL/kg 110,915,2%g 103,4+2,9%g 113,1+1,7*g 108,3+1,0g
10 mL/kg 138,313,3g 119,1+2,5g 110,0+2,0*g 112,3+2,0g
Fémeas
Controle 95,1+2,5¢g 79,7+2,3¢g 76,0+1,9g 75,7+2,1g
5 mL/kg 87,1+2,1g 66,8+4,7g 68,3+1,5%g 64,0+2,6%g
7,5 mL/kg 94,612,2g 63,715,8*g 64,0+2,7*g 64,0+1,6%g
10 mL/kg 87,7+4,59 68,6+1,7g 71,7+1,3g 71,7+2,0g

Os valores estédo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA / Tukey. *p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Os Graficos 19, 20 e 21 apresentam o consumo de ragao dos machos tratados

com o suco P. gounellei, durante a primeira, segunda e terceira semana do ensaio de

toxicidade subcronica. Os valores estdo expressos em meédia = e.p.m. (n=6). Teste “t”

de Student | Nao-pareado. *p<0.

Grafico 19 - Consumo de ragao dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a primeira semana do ensaio de toxicidade subcrodnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 20 - Consumo de ragéo dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do

suco do P. gounellei durante a segunda semana do ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grafico 21 - Consumo de ragao dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do

suco do P. gounellei durante a terceira semana do ensaio de toxicidade subcronica
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os Graficos 22, 23 e 24 apresentam o consumo de ragao das fémeas tratadas

com o suco P. gounellei, durante a segunda, terceira e quarta semana do ensaio de

toxicidade subcronica. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t”

de Student | Nao-pareado. *p<0,05.
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Grafico 22 - Consumo de ragao das fémeas tratadas com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a segunda semana do ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grafico 23 - Consumo de racdo semana das fémeas tratadas com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e
10mL/kg do suco do P. gounellei durante a terceira semana do ensaio de toxicidade

subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grafico 24 - Consumo de ragao das fémeas tratadas com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a quarta semana do ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa.

8.2.2 Consumo de Agua

Com relagdo ao consumo de agua, pode-se verificar que entre os machos
houve um aumento estatisticamente significativo na primeira e segunda semana no
grupo que recebeu 10mL/kg do suco. Todos 0s grupos que receberam O suco
apresentaram uma diminuigéo, estatisticamente significativa, do consumo de agua na
quarta semana do estudo.

Entre as fémeas foi possivel observar uma diminuigdo no consumo de agua na
segunda e terceira semana nos grupos que receberam 7,5mL/kg e 10mL/kg. O que
também foi observado na quarta semana nas fémeas que receberam 7,5mL/kg.

Tabela 5 - Consumo semanal de agua por ratos Wistar

Semanas
Machos
12 2a 3a 42
Controle 176,1+2,0 mL 176,6+2,3 mL 191,4+4,9 mL 210,94+2,1mL
5 mL/kg 178,0+2,2mL 170,941,4 mL 186,3+2,9 mL 172,0+4,9*mL
7,5 mL/kg 178,6+8,4mL 176,315,9 mL 181,7+6,5 mL 169,7+4,5*mL
10 mL/kg 203,4+2,9*mL 198,9+1,2* mL 198,0+3,6 mL 164,947,6*mL
Fémeas
Controle 150,3+6,1 mL 151,44+3,0 mL 145,4+4,9 mL 138,0+4,5mL
5 mL/kg 149,146,3 mL 134,9+11,7 mL 125,7+6,1 mL 124,0+£5,6mL
7,5 mL/kg 149,7+5,8 mL 105,448,0* mL 109,4+6,1* mL 112,3+4,2* mL
10 mL/kg 129,146,9 mL 115,442,0* mL 117,145,5* mL 127,04£8,2 mL

Os valores estdo expressos em média = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Tukey. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Os Graficos 25, 26 e 27 tratam sobre o consumo de agua dos machos tratados
com o suco P. gounellei, durante a primeira, segunda e quarta semana do ensaio de
toxicidade subcronica. Os valores estdo expressos em meédia = e.p.m. (n=6). Teste “t”

de Student | Nao-pareado. *p<0,05.

Grafico 25 - Consumo de agua dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a quarta semana do ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 26 - Consumo de agua dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a segunda semana do ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 27 - Consumo de agua dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a quarta semana do ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Os Graficos 28, 29 e 30 estéo relacionados ao consumo de agua das fémeas
tratadas com o suco P. gounellei, durante a segunda, terceira e quarta semana do
ensaio de toxicidade subcrdnica. Os valores estado expressos em meédia + e.p.m. (n=6).

Teste “t” de Student | Nao-pareado. *p<0,05.

Grafico 28 - Consumo de agua das fémeas tratadas com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a segunda semana do ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 29 - Consumo de agua das fémeas tratadas com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a terceira semana do ensaio de toxicidade subcronica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 30 - Consumo de agua das fémeas tratadas com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei durante a quarta semana do ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.2.3 Evolugao Ponderal

Com relagao a evolugao ponderal, foi evidenciado um menor ganho de peso
nos machos que receberam a dose de 7,5 mL/kg na primeira semana do experimento,
comparado ao grupo controle e demais grupos. Também foi notado uma perda de
peso comum a todos os grupos de machos (controle e tratados), na segunda semana
do experimento. O mesmo foi observado nos grupos de fémeas na terceira semana
do estudo, porém estes dados nao tiveram relevancia estatistica.

A Tabela 6 apresenta a evolugédo ponderal dos ratos Wistar tratados com suco

do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrénico com diferentes doses.
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Tabela 6 - Ganho de peso dos ratos Wistar

Semanas
Machos
12 22 32 42
Controle 34,4+3,49g -61,2+13,69 111,0+£14,99g 10,0+1,4g
5 mL/kg 30,8+2,0g -79,646,9g 346,4+195,3g 14,8+3,1g
7,5 mL/kg 8,4+6,2%g -47,6+17,79 108,4+11,2g 4,0+12,4g
10 mL/kg 30,8+4,3g -61,218,0g 85,2+8,7¢g 10,0+3,49g
Fémeas
Controle 0,0+4,0g 97,2+15,0g -88,8+17,1g 2,84+3,2¢g
5 mL/kg 6,0+4,6g 128,0+15,0g -110,0+8,4g 0,8+0,8g
7,5 mL/kg 8,0+6,4g 48,4+22,3¢g -82,4+9,3g -4,8+2,8¢g
10 mL/kg -4,8+2,8g 83,245,8¢g -80,845,9¢g 0,0+2,7g

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Tukey. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
O Grafico 31 aborda a evolugao ponderal dos machos tratados com o suco P.

gounellei, durante a primeira semana do ensaio de toxicidade subcrénica.

Grafico 31 - Evolugéo ponderal dos machos tratados com 5mL/kg; 7,5 mL/kg e 10mL/kg do
suco do P. gounellei, durante a primeira semana do ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.2.4 Analise Laboratorial do Sangue
8.2.4.1 Parametros bioquimicos
Com pode ser observado nos Graficos 7, 8 e 9 a avaliacdo dos parametros

bioquimicos evidenciou, que nas fémeas que receberam 5mL/kg do suco do P.

gounellei houve um aumento estatisticamente significativo da amilase, bem como no
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grupo dos machos que receberam esta mesma dose houve uma diminuigao dos niveis
de saodio.

As fémeas que receberam a dose de 7,5mL/kg do suco apresentaram uma
diminuicdo estatisticamente significativa dos niveis de globulina plasmatica, sem
alterar os valores de proteinas totais e albumina em relagdo aos outros grupos
avaliados.

Os machos que receberam a dose de 10mL/kg do suco, apresentaram uma
diminuicdo dos niveis de triglicerideos comparado ao controle e aos demais grupos.

Tabela 7 - Par@metros bioquimicos obtidos do sangue de ratos Wistar

Grupos Glicose Ureia Creatinina Acido AST ALT Fosfatase
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) Urico (un (un Alcalina
(mg/dL) (un
MACHOS

Controle  197,0+13,9 41,8417 0,4+0,0 2.2+0,4 80,2+9,4 37,8+1,6 136,2+16,3
5mL/kg 206,6+17,8 43,8+£2,5 0,4+0,0 3,0£0,4 73,244,3 38,6+2,4 128,2+7,8
7,5mL/kg 216,0£14,6 44,7+5,2 0,4£0,0 3,1£0,4 77,0+7,1 43,7£2,2 180,0+35,9
10mL/kg 195,8+17,4 46,4+0,8 0,3£0,0 2,5£0,1 79,844,5 45,0+£2,6 208,4+23,9

FEMEAS
Controle = 186,2+23,5 44,0£1,0 0,5£0,0 3,1£0,6 93,0£10,0 72,4+15,5 99,8+13,5
5mL/kg 178,618,3 42,2+1,7 0,5£0,0 3,210,3 115,2+10,0 50,2+1,0 95,6+19,2
7,5mL/kg | 163,2+2,9 44,4423 0,5+0,0 2,0£0,3 109,0+4,5 55,4+3,3 85,4+12,8

10mL/kg = 179,6+14,8 46,7+4,3 0,5+0,0 3,6+0,4 108,8+£13,4 45,6£3,5 66,8+9,9

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA / Tukey. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Tabela 8 - Parametros bioquimicos obtidos do sangue de ratos Wistar

Grupos DHL Colesterol Triglicerideos Amilase Proteinas Albumi Globulina

(un (mg/dL) (mg/dL) (U/dL) totais(g/dL) na (g/dL)
(g/dL)

MACHOS

Controle = 892+225,1 46,80+1,50 115,0+22,20 462,8+18, 6,120,096 3,1410, 2,98+0,09
51 07

5mL/kg  777,8+119,5 53,80+4,12 85,616,79 475,4+19, 6,28+0,165 3,34+0, 3,02+0,08
86 07

7,5mL/kg = 640,5+210,2 65,75+12,13 90,0+17,01 410,516, 6,50+0,158 3,2840, 3,22+0,15
34 025

10mL/kg 819,6+167,9 51,20+0,80 54,4+7,40* 418,2+18, 6,32+0,086 3,2410, 3,10+0,08

46 06
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FEMEAS
Controle 712,2+144, 63,0+6,94 50,2+11,85 272,8+14,11 6,64+0,12 3,56+0,0  3,42+0,15
0 7
5mL/kg 1401,0+23 62,6+4,70 68,0+9,00 323,8+3,4 6,70+0,17 3,52+0, 3,18+0,12
8,2 9* 05
7,5mL/kg 961,0+102  61,2+3,00 72,9+15,20 281,6+17, 6,42+0,09 3,44+0, 2,98+0,12*
,6 00 13
10mL/kg 810,6+281 69,2+2,82 63,8+6,36 301,2+13, 6,58+0,11 3,560, 3,02+0,05
2 21 07
Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA / Tukey. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Tabela 9 - Par&@metros bioquimicos obtidos do sangue de ratos Wistar
Grupos  Bilirrubina CPK Calcio Cloro Magnésio Fosforo Sédio
(un) (mg/dL) (mg/dL) (U/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
MACHOS
Controle 0,1+0,0 424,2+80,0 10,340,2 101,2+0,4 3,1£0,1 9,9+0,2 146,4+0,2
5mL/kg | 0,1+0,0 351,6447,0 10,6+0,2 99,6+0,4 3,4+0,1 9,8+0,2 144,2+0,6*
7,5mL/kg 0,1+0,0 320,8+103,8 10,6+0,2 100,5+1,0 3,340,2 9,6+0,6 146,3+0,8
10mL/kg = 0,1£0,0 386,8+80,9 10,2+0,2 101,6+1,3 3,2+0,0 9,6+0,2 145,240,3
FEMEAS
Controle ' 0,1+0,0 327,2+80,4 10,6+0,2 102,4+0,8 3,6+0,1 8,1+0,2 143,8+0,2
5mL/kg 0,1+0,0 601,4+110,0 10,3+0,2 101,4+0,5 3,6+0,1 8,2+0,5 143,8+0,6
7,5mL/kg « 0,2+0,0 566,6+84,6 10,0+0,1 102,0+0,6 3,240,2 7,7£0,6 143,4+1,0
10mL/kg = 0,1£0,0 581,6+133,6 10,5+0,3 102,2+1,0 3,6+0,2 8,6+0,8 143,6+0,5

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 32 - Amilase das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg € 10 mL/kg do
suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 33 - Globulina das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg
do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 34 - Sodio dos machos tratados com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg do
suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 35 - Triglicerideos dos machos tratados com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10

mL/kg do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrénica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.2.4.2 Parametros hematoldgicos

Na avaliagdo dos parametros hematoldgicos,

observou-se diminuicao

estatisticamente significativa das hemacias, hemoglobina e hematdcrito, nas fémeas

que receberam o suco do P. gounellei, nas trés diferentes doses utilizadas como
mostram os Graficos 36, 37 e 38. Houve um aumento do VCM nas fémeas do grupo
de dose de 5mL/kg (Graficos 39).

Nao houve alteragdo dos leucécitos totais em nenhum dos grupos, porém

observou-se aumento dos neutréfilos nas fémeas que receberam 7,5mL/kg e 10mL/kg
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associado a diminuicado dos linfocitos nas fémeas deste primeiro grupo (Graficos 40

e 41).

Com relagao as plaquetas, nos grupos de fémeas que receberam as doses de

5mL/kg e 7,5mL/kg, houve um aumento estatisticamente significativo, com diminuicao
do VPM no grupo de dose de 7,5mL/kg (Graficos 42 e 43).

Nao houve alteragdo hematoldgica estatisticamente significativa nos grupos

dos ratos machos.

Tabela 10 - Par@metros hematolégicos obtidos do sangue de ratos Wistar 1

Grupos Hemacias Hemoglobina @ Hematoécrito VCM HCM
(10%/mm?) (g/dL) (%) () (Mpg) CHCM(%)
MACHOS
Controle 8,410,3 15,310,3 42,5+1,3 52,2+0,4 18,710,2 36,0+0,5
5mL/Kg 8,610,2 15,7+0,3 44,4+0,6 51,6+0,6 18,240,3 35,4+0,3
7,5mL/Kg 8,71£0,5 16,0+0,4 44.6+1,8 50,4+0,6 18,110,3 36,0+0,3
10mL/Kg 8,610,3 15,240,3 42,6+0,7 50,7+0,5 18,040,2 35,6+0,1
FEMEAS
Controle 10,0£0,4 18,0+0,6 50,7+2,2 50,5+0,5 18,0£0,3 35,6+0,5
5mL/Kg 7,5+0,1* 14,1+0,3* 39,7+1,0* 52,9+0,5* 18,810,2 35,6+0,2
7,5mL/Kg 7,8+0,2* 13,9+0,3* 39,0+1,0* 50,0+0,5 17,7+0,3 35,6+0,4
10mL/Kg 8,7+0,3* 15,8+0,5* 43,7+1,5* 50,3+0,9 18,110,4 36,2+0,2
Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA / Tukey. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Tabela 11 - Par@metros hematolégicos obtidos do sangue de ratos Wistar
Grupos Leucécitos  Neutréfilos = Eosinéfilos  Linfécitos Monécitos Plaquetas
(103/mm3) (%) (%) (%) (%) (103/mm?3)
MACHOS
Controle 74801652 27,4+1,3 0,6+0,4 71,011 1,0+0,3 7749001171106
5mL/Kg 6920+653 22,6+1,6 0,6+0,2 76,4119 0,6+0,4 1097000+£34132
7,5mL/Kg = 9700+443 24,021 0,5+0,3 74,5121 1,2+0,3 980250133258
10mL/Kg 76601854 23,4125 0,4+0,3 74,812,6 1,4+0,2 94820061079
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FEMEAS
Controle 5700720 19,4+0,9 0,2+0,2 79,2+0,8 1,2+0,4 719400472865
5mL/Kg 5140501 21,241,6 0,2+0,2 77,4+1,6 1,240,4 949600+31032*
7,5 mL/Kg 59801976 25,442 3* 1,0%0,4 73,0+2,3* 0,60,4 936600+39221*
10 mL/Kg 56204529 25,4+1,3* 0,4+0,2 73,6+1,2 0,610,2 909200454206

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado. *p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 36 - Hemacias das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg

do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 37 - Hemoglobina das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10
mL/kg do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 38 - Hematdcrito das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10
mL/kg do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrénica

Hematoécritos Fémeas
601
- I *
X * *
S 40- —_—— —
=
P
[%]
0
® 20+
£
[
T
(4] T T T
@ S S (]
Q\‘o &\3’.‘ &\Xb &\}47
O
< ) A% K
Grupos

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 39 - VCM das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg do
suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 40 - Neutrdfilos das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg
do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Grafico 41 - Linfocitos das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg
do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Grafico 42 - Plaquetas das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg
do suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grafico 43 - VPM das fémeas tratadas com as doses de 5mL/kg; 7,5mL/kg e 10 mL/kg do
suco do P. gounellei durante o ensaio de toxicidade subcrdnica
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Fonte: Dados da pesquisa.
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9 DISCUSSAO

9.1 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA

De acordo com os critérios de classificacdo de toxicidade da Comunidade
Europeia, a ndo ocorréncia de mortes, apdés administragdo de 2000 mg/kg de um
produto obtido de uma espécie vegetal, por via oral, indica uma provavel auséncia de
toxicidade para a espécie (BARROS; DAVINO, 2003), porém esta avaliacéo € apenas
um indicativo de baixa toxicidade, sendo necessario estudos mais detalhados e de
maior extensdo, para avaliar a possivel toxicidade para a espécie, no seu uso
continuado. A substancia foi classificada na categoria V da GSH (Globally Harmonized
Classification System), indicando baixa toxicidade, isto porque de acordo com a OECD
423, as trés substancias testadas apresentaram uma DL50 superior a 5.000 mg/kg.

Os humanos estdo expostos a uma grande variedade de produtos quimicos,
assim, para garantir protecdo adequada da saude humana €& necessario avaliar o
potencial que os compostos de induzir toxicidade. As analises toxicologicas fornecem
informacdes sobre periculosidade, exposi¢ao, risco de intoxicagdo € mecanismo de
toxicidade, buscando atestar segurancga e regulamentar o uso de substancia quimica
(SANTOS; PEREIRA, 2016).

A ingestdo de agua e de nutrientes s&o parametros importantes no estudo da
seguranga de um produto com fins terapéuticos, pois estes sdo essenciais para o bom
funcionamento do organismo e, consequentemente, para uma adequada resposta a
droga testada, ja que condi¢des nutricionais improprias podem acarretar deficiéncias
no organismo. Neste trabalho foi evidenciado uma diminuigdo no consumo de agua
nos grupos que receberam o suco e o iogurte acrescido da geleia da polpa do
Pilosocereus gounellei. Estes por sua vez, contém razoavel quantidade de agua,
sendo esta planta utilizada no sertdo nordestino como fonte de agua e alimento para
animais e seres humanos (DIAS, 2015; FERNANDES, 2019). Esta diminuicdo néo
repercutiu na fungdo renal dos animais, que por diminuirem a ingestao deste liquido
poderiam evoluir com desidratacido e insuficiéncia renal do tipo pré-renal cursando
com aumento das escorias nitrogenadas, como uréia e creatinina, o que nao foi
observado, pelo contrario, houve diminuicdo da uréia no grupo que recebeu o0 suco.

O acompanhamento da massa corporea do animal € um importante indicador

para a avaliagédo da toxicidade de uma substancia. O ganho de peso dos animais pode



7

ser afetado pela dificuldade de digestdo dos alimentos e absorgdo dos nutrientes,
sendo um indicio de possiveis efeitos téxicos (SANTANA et al., 2012; ROY et al.,
2015). O hipotalamo € um dos principais centros integradores que regulam a ingestéao
de alimentos e do balango energético. Alguns estudos correlacionam o efeito do
estresse sobre o peso corporal e a ingestao de alimento, sendo verificada perda de
peso corporal mais elevada em animais expostos a mais estresse, sugerindo que
estresse repetido influencia o estado fisico dos animais (KATO et al., 2013; LI, X,
WANG et al., 2017). Apesar de nédo ter havido redugdo no consumo de ragéo, 0s
animais apresentaram uma discreta perda de peso na segunda semana. O grupo que
recebeu o iogurte teve um ganho de peso significativamente menor que o seu grupo
controle. Contudo, os resultados estdo de acordo com o preconizado para a variagao
de peso corporeo da OECD (2001a), de n&o ultrapassar a variagao de 20% do peso
médio inicial.

Parametros bioquimicos também foram investigados para avaliar o estudo de
toxicidade dos trés produtos derivados do P. gounellei: suco, geleia da polpa e iogurte
com a geleia da polpa.

O figado é notadamente um dos 6rgaos mais importantes do corpo, sendo ele
de vital importancia para o bom funcionamento do organismo através da producgao e
metabolismo de varias substancias (GOMES 2019). Ele atua de forma direta no
armazenamento e degradagao de substancias, horménios e participa da sintese e
secrecdo de sais biliares, além de promover a regulagao dos carboidratos, proteinas
e lipideos.

Devido as inumeras e relevantes fungdes que o figado desempenha de forma
direta e indireta no organismo, foram desenvolvidas varias técnicas para mensurar o
desempenho, bem como apontar possiveis lesdes neste orgdo. De acordo com
(GOMES 2019), os exames laboratoriais hepaticos devem ser divididos em testes que
mensuram lesdo nos hepatdcitos, que detectam colestase e por fim os que avaliam a
funcao hepatica.

As lesdes nos hepatocitos sdo detectadas através da mensuragao de enzimas
séricas liberadas apds o rompimento dos hepatdcitos, fornecendo informagdes da
extensdo, magnitude e curso (aguda ou cronica) da lesdo. A ALT, também
denominada, no passado, de Transaminase Glutamico-Piravica (TGP), € uma enzima
encontrada livre no citoplasma dos hepatécitos, sendo liberada na corrente circulatéria

ap6s o rompimento celular (GOMES, 2019). Varios transtornos, como, hipdxia,
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esteatose hepatica, doencgas bacterianas e virais, inflamagdes, neoplasias hepaticas,
endo e exotoxinas, bem como medicamentos podem induzir a lesao hepatocelular e
sua liberagdo para a corrente sanguinea. ALT € uma enzima que tem curso de
elevagdo agudo proporcional a lesdo encontrada, tendo seu pico de liberagéo
detectado de 3 a 4 dias apos a lesdo, mas com retorno basal em até 14 dias
(OLIVEIRA, A., 2019). AST, também chamada de transaminase glutamica oxalacética
sérica (TGO) é similar a ALT de modo que é outra enzima associada as células
parenquimais do figado. Esta aumentada na les&o hepatica aguda, mas também esta
presente nas hemacias e musculos esqueléticos e cardiacos, nao sendo entdo uma
enzima especifica do figado. A proporgao entre a AST e a ALT é muitas vezes Uutil
para diferenciar as causas da lesdo hepatica. A Desidrogenase Latica (LDH) também
pode ser observada nas lesdes hepaticas.

A GGT é uma enzima que pode estar presente em células do figado, rins e
pancreas. No entanto, a GGT que se encontra elevada no exame de sangue,
geralmente, é de origem hepatica. Ela faz parte das enzimas que s&o rotineiramente
solicitadas para avaliagado laboratorial das hepatopatias, junto com a Fosfatase
Alcalina (FA), Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT). A
elevagao conjunta da FA e GGT indica presenca de colestase (retardo do fluxo de
bile) que pode ocorrer, pelo uso de medicamentos ou doengas dos ductos biliares intra
ou extra-hepaticos, por obstrugcdo tumoral ou calculos biliares. A elevacédo da FA e
GGT, que sdo chamadas de enzimas canaliculares ou colestaticas, pode se associar
a elevagao de bilirrubina (OLIVEIRA, A., 2019).

A fosfatase alcalina € uma enzima ligada a membrana, e a sua alteragao pode
afetar a permeabilidade da mesma. O aumento de seu nivel esta frequentemente
associado a varias perturbagdées como: obstrucao biliar extra-hepatica, colestase intra-
hepatica, doencga hepatica infiltrativa, bem como hepatite e doenga 6ssea. O aumento
da FA e ALT sérica podem ser causados por esteatose hepatica. Ainda, alteragcdes no
metabolismo das gorduras, podem ser demonstradas com a elevagao drastica do nivel
sérico de triglicerideo e uma diminui¢ao da relagdo HDL (High Density Lipoprotein) /
LDL (Low Density Lipoprotein) (ROY et al., 2015; ZAREI et al., 2015).

A avaliacao da fungao hepatica é feita através da mensuragado de metabolitos
hepaticos séricos de forma direta ou indireta, que sdo normalmente produzidos e ou
excretados pelo 6rgdo. A bilirrubina (Bb), principal componente dos pigmentos biliares,

€ o produto final da destruicdo da por¢cédo "heme" da hemoglobina e outras
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hemoproteinas. A primeira bilirrubina a ser produzida nesse processo € a bilirrubina
indireta (também chamada de bilirrubina ndo conjugada). Essa bilirrubina sofre o
processo de conjugagdo ao acido glicurbnico no figado pela enzima
glicuroniltransferase e passa a ser bilirrubina direta (ou conjugada), um composto
mais polar e hidrossoluvel. Portanto, elevagao da bilirrubina indireta, é causado pelo
aumento de degradacao do heme ou deficiéncia da conjugacgao no figado. Ja aumento
da Bb direta é causado pela diminuicdo da sua eliminagao pela bile. O aumento de
ambas pode ser causado por obstrucéo ao fluxo de bile ou por lesdo mais intensa dos
hepatdcitos. Assim, a dosagem da bilirrubina € um exame que pode avaliar ao mesmo
tempo lesdo hepatocelular, fluxo biliar e fungéo de sintese do figado (GOMES, 2019).
A albumina é a principal proteina circulante no organismo humano e é responsavel
entre outras coisas, pelo transporte de substancias pelo sangue e pela maior parte da
pressao coloidosmotica do plasma. O figado € o unico responsavel pela produgao de
albumina. Redugdes na quantidade desta proteina no sangue, no entanto, podem néo
ser causadas por doencas hepaticas, mas também por falta de “matéria prima” para
sua sintese (como nas desnutri¢des protéicas) ou aumento na sua distribuicdo como
em estados catabdlicos intensos ou ainda perda intestinal ou renal.

No grupo que recebeu a geleia da polpa do P. gounellei foi observado um
aumento de ALT e AST, tendo o primeiro apresentado significancia estatistica, em
relagcdo ao grupo controle, e o segundo n&do. Aumento da FA ocorreu em todos os
grupos em relagdo aos valores de normalidade, porém nao houve significancia
estatistica. Nao foram observadas alteracdes nos valores de albumina e bilirrubina.

A lesao induzida por drogas pode causar praticamente qualquer tipo de
alteracao hepatica. A hepatotoxicidade aguda pode se caracterizar por uma leséo
semelhante a hepatite e envolver todas as zonas da glandula, com balonismo
hepatocelular e degeneracgao acidofila de hepatdcitos, corpos apoptéticos, pequenos
focos de necrose e inflamagao portal minima. Também pode evoluir como uma
hepatite semelhante a vista em casos de mononucleose com aumento da celularidade
de sinusdides, infiltracdo marcada do espaco portal com linfécitos, eosindéfilos, corpos
aciddfilos dispersos e focos de necrose e multiplas figuras mitéticas em células
hepaticas. A necrose macicga, que mostra perda total de hepatdcitos com colapso do
estroma residual, proliferacdo ductular proeminente e infiltracdo por neutréfilos
também pode ocorrer (GOMES, 2019).

Contudo, o figado ndao apresentou nenhuma alteragdo macroscépica € nem
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alteracbes microscopicas, mantendo sua anatomia e citoarquitetura preservada. O
que nos leva a pensar em uma leve hepatotoxicidade por parte do iogurte acrescido
da geleia, ja que o mesmo apresentou aumento discreto de ALT e AST, devendo,
portanto, seguir com os estudos de toxicidade crénica para confirmar este achado.

O LDH, também chamado de desidrogenase lactica ou lactato desidrogenase,
€ uma enzima presente no interior das células responsaveis pelo metabolismo da
glicose no organismo. Essa enzima pode ser encontrada em diversos 6rgaos e tecidos
e, por isso, a sua elevacao € pouco especifica, sendo indicada a realizagdo de outros
exames para que se possa chegar a um diagnéstico. O aumento do LDH é
normalmente indicativo de lesdo em 6rgdos ou tecidos. Isso porque como
consequéncia do dano celular, o LDH contido dentro das células é liberado e fica
circulante na corrente sanguinea, sendo sua concentracdo avaliada por meio de
exame de sangue. Algumas situa¢des podem aumentar os niveis de LDH, ndo sendo
indicativo de doencgas, principalmente se outros parametros laboratoriais solicitados
estdo normais (GOMES, 2019).

A funcéo renal é verificada pela avaliagado da creatinina, ureia e acido urico no
sangue. A creatinina sérica € um bom marcador bioquimico, que juntamente a outras
moléculas como a albumina, ureia, potassio, fosforo, pode indicar lesdo em
determinados 6rgaos/sistemas e até mesmo o grau da agresséo. Ureia e creatinina
geralmente apresentam-se alterados diante da condigao clinica da incapacidade dos
rins de eliminar substancias corporais, isto é, quando ha insuficiéncia renal aguda ou
crénica (GOMES, 2019).

A Unica alteracao encontrada em relagao a funcéo renal foi a diminuicdo da
ureia no grupo que recebeu o suco do P. gounellei, o que pode demonstrar uma
possivel protecio renal.

A lipase é produzida principalmente pelo pancreas, e € uma glicoproteina
cuja principal missao € hidrolisar os acidos graxos de cadeia longa, isso €, romper
as ligagcbes que os unem pela agao das moléculas de agua. Isso é chamado lipdlise.
Em outras palavras, a lipase participa da digestdo de gorduras (LIMA, F.G., et al.,
2018). A elevagao dos seus niveis € observada em patologias pancreaticas como
pancreatites e tumores deste 6rgéo, em colecistites agudas, infarto intestinal e
geralmente ela é acompanhada por aumento nos niveis de amilase. Porém sua

diminuicdo ndo tem necessariamente significado clinico (SILVA, |.G., et al., 2021).
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O sistema hematopoiético € um alvo bastante susceptivel ao ataque de
substancias téxicas. Sendo assim, a anadlise dos parametros sanguineos é de
relevante importancia para se fazer uma avaliagdo dos riscos de determinadas
substancias quando administrada em seres humanos (LI et al., 2010; LIMA, F.G., et
al., 2018).

As hemacias sado unidades morfolégicas da série vermelha do sangue, também
designadas por eritrocitos ou globulos vermelhos. Sdo constituidas basicamente por
globulina e hemoglobina (composta de 4 moléculas protéicas de estrutura terciaria e
4 grupamentos heme) que contém o ferro (cada ion ferro € capaz de se ligar
frouxamente a dois atomos de oxigénio, um para cada molécula de hemoglobina), e a
sua fungao é transportar o oxigénio (principalmente) e o gas carbdnico (em menor
quantidade) aos tecidos (LORENZI, 2006).

No hemograma, VCM, HCM e RDW s&o os indices hematimétricos, que servem
para avaliar as caracteristicas das hemacias. Esses indices adicionais permitem
verificar o tamanho e o formato das mesmas, sendo usados em conjunto com a
contagem dessas células para diagnosticar diversos tipos de anemia (DIAS, G.N.,
2015).

O RDW avalia a variagdo de tamanho entre as hemacias, sendo esta,
denominada anisocitose. Dessa forma, quando o valor se eleva no hemograma,
significa que os glébulos vermelhos tém tamanhos diferentes do normal, podendo ser
visto no esfregago sanguineo hemacias muito grandes e muito pequenas. Associado
a isso um valor aumentado do VCM (Volume Corpuscular Médio) confirma que as
hemacias possuem um tamanho maior do que o habitual, ja que este indice € utilizado
para avaliar o tamanho médio dos glébulos vermelhos (LIMA, F.E.G., et al., 2018).

No grupo tratado com a geleia da polpa do P. gounellei na dose de 2000mg/kg
durante 14 dias, ocorreu um aumento estatisticamente significativo no VCM e no RDW
em relagdo ao controle. O Volume Corpuscular Médio (VCM), é considerado um dos
principais critérios para a classificagao de disturbios anémicos, contudo, seu aumento
neste caso nao pode ser considerada um indicativo de anemia, tendo em vista que os
outros parametros que poderiam indicar uma anemia nao foram alterados.

No grupo que recebeu o iogurte acrescido da geleia do P. gounellei foi
observado além do aumento do RDW, uma diminui¢do do hematdcrito. Este, avalia a
porcentagem de volume ocupada pelos glébulos vermelhos ou hemacias no volume

total de sangue. Ele se eleva quando o numero de hemacias aumenta ou quando o
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volume de plasma diminui, como na desidratacdo. O hematdcrito diminui até menos
que o normal, indicando anemia, quando reduz a producdo ou aumenta a destruicido
de hemacias, e quando ha perda de sangue por hemorragia (SPERANDIO et al.,
2015). Porém esta alteragdo nao foi acompanhada por queda de hemoglobina.

Outra alteracdo hematoldgica evidenciada foi uma linfopenia, caracterizada
pela diminuigdo do numero de linfécitos, uma das células de defesa do organismo
chamada leucécitos. Essa alteragédo foi observada no grupo que recebeu o iogurte
acrescido da geleia da polpa do P. gounellei, podendo estar relacionada a diversas
causas, sendo uma delas o estresse.

Estas variagdes apesar de serem estatisticamente significativas ndo possuem
relevancia clinica, pois os valores estdo préximos dos de referéncia, tais diferencas
podem ser explicadas pela variabilidade biologica entre os ratos (CASTELLO
BRANCO et al., 2011).

Os ions calcio e fosforo sao abundantes no esqueleto humano, tendo um
metabolismo em comum e associado a fatores como a vitamina D e o paratorménio.
Por meio destes fatores se processa a homeostase destes ions, havendo participagao
de érgaos como o rim, o intestino e o préprio esqueleto (SILVA, 1.G., et al., 2021).

O célcio e o fésforo sdo minerais importantes na composi¢cao da matriz 6éssea,
conferindo-lhe forga e dureza. O magnésio € fundamental para que tanto o calcio como
o fosfato funcionem de forma adequada (SILVA, I.G., et al., 2021).

O magnésio é, apos o potassio, o segundo cation mais abundante no fluido
intracelular dos organismos vivos (BEZERRIL, F.F., et al., 2021). E envolvido na
maioria dos processos metabdlicos, participando no evento da sintese proteica via
DNA. Esta envolvido na regulagcédo da fungdo mitocondrial, processos inflamatorios e
defesa imune, alergia, crescimento e estresse, controle da atividade neuronal,
excitabilidade cardiaca, transmissdo neuromuscular, tbnus vasomotores e pressao
arterial.

A concentracdo sérica de magnésio € resultado de um balango na
ingestao/absor¢cdo do ion, biodistribuigdo dentro do organismo e excregédo (tanto
urinaria quanto intestinal). Portanto, aelevacdo do nivel sérico de magnésio é
geralmente encontrada em casos de insuficiéncia renal aguda ou crbnica, com o0 uso
de laxativos orais ou enemas retais contendo magnésio em sua composi¢do. Ja a
hipomagnesemia tem em suas causas as doencas do trato gastrintestinal, como

sindromes disabsortivas e pds-ressecgdes de intestino delgado, podendo também ser
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induzida por alimentagao enteral prolongada sem suplementagao de magnésio e pelo
uso excessivo de laxativos (SILVA, I.G., et al., 2021).

No grupo que recebeu o suco do P. gounellei houve um aumento dos niveis de
magnésio em relagdo ao grupo controle, e naqueles que receberam o iogurte
acrescido da geleia do P. gounellei ocorreu uma diminuigdo destes niveis também em
relacdo ao controle. Importante avaliar que apesar destas alteracbes os valores do
magnésio permaneceram ainda proximo ao valor de normalidade (VN:2,3+.0,0). Isto
pode ter ocorrido pelas propriedades do iogurte em modificar a microbiota intestinal
alterando o processo de digestdo e absorcao de alguns nutrientes (CARVALHO, P.,
et al., 2021). Neste ultimo grupo além da hipomagnesemia ocorreu também uma
hipofosfatemia o que ajuda a corroborar nossa hipotese.

Importante observar que os minerais, acima mencionados, dependem da absorgao
intestinal para manter os seus valores de normalidades. Como foi visto anteriormente,
estudos com o cladédio do P. gounellei mostraram a presenca de fibras consideradas
prebidticas, que servem como alimento para as bactérias intestinais, resultando em
possiveis alteracbes na absorcdo destes minerais (BEZERRIL, F., et al., 2017,
RIBEIRO, T., et al., 2020).

Existem alguns mecanismos principais para a ocorréncia da hipofosfatemia,
que sdo: redistribuicdio do fosforo do meio extracelular para o meio
intracelular, diminuicdo da absorcdo intestinal de fosforo e aumento da excrecao
urinaria de fésforo, em geral por perdas no tubulo proximal (SILVA, I1.C.G., et al., 2021).

O cloro é essencial no equilibrio hidrico, na regulagdo da pressao osmética e
no equilibrio do sddio. O hormdnio ADH intensifica a excregao de cloro e reduz a sua
absorcao pelos tubulos renais. Além disso, no suco gastrico o cloreto também tem
importancia especial na produ¢cdo do acido cloridrico. O cloreto das secregdes
gastricas é derivado do cloreto do sangue e normalmente é reabsorvido durante os
ultimos estagios da digestao no intestino grosso (SILVA, I.G., et al., 2021).

A hipercloremia € caracterizada por um excesso de cloreto, principalmente
causada por quadros de desidratagdao grave, falha renal e hemodialise. Quando
associada a um aumento proporcional de sédio é observada em casos de
desidratacido, enquanto que quando n&o associada ao aumento no nivel de sodio €
observada em casos de acidose metabdlica que resulta da ingestdo excessiva ou da
excrecado reduzida de cloreto (SILVA, 1.G., et al., 2021). Geralmente n&o possui

sintomas até que os niveis subam muito acima do normal. Quando grave, os sinais
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clinicos estao relacionados com a acidose metabdlica que a acompanha, e podem
incluir hipertensao, desidratagédo, fraqueza, sede intensa, irritagdo gastrintestinal,
anorexia, perda de peso, letargia e hiperventilagao persistente.

Apesar de nenhum orgéo ter apresentado alteragbes macroscoépicas apods a
autopsia dos animais, todos foram enviados para realizagdo de exame
histopatoldgico. Nenhum dos 6rgaos estudados (coragao, pulméo, figado, estdmago,
baco e rim) apresentou alteragdes em sua microscopia. N&o foi evidenciado nenhum
tipo de inflamagao, seja ela aguda ou crénica, fibrose, esteatose ou necrose.

Deve-se levar em consideragdo que para afirmar a seguranga do uso das
substancias em estudo, faz-se necessario iniciar estudos subcrénicos através da via
oral de administragdo, com o intuito de avaliar o efeito da substancia em longo prazo,

bem como melhor caracterizar possiveis efeitos toxicos no periodo de estudos.

9.2 ENSAIO DE TOXICIDADE SUBCRONICA

Os estudos toxicoldgicos subcrénicos sdo fundamentais no desenvolvimento
de novos produtos, e sao utilizados para testar a eficiéncia e auséncia de toxicidade
da substancia em questdo em um intervalo de tempo maior que os estudos agudos
(OECD, 2001).

Considerando a importancia destes aspectos foi realizado o estudo que
objetivou investigar a toxicidade n&o-clinica subcrénica do suco do Pilosocereus
gounellei em ratos, ja que deste produto derivam a geleia e o iogurte do P. gounellei.

Foi possivel detectar diminuigao significativa no consumo de agua e ragéao dos
animais tratados, o que pode estar associado a uma série de fatores, como por
exemplo, ao desconforto geral, levando a uma diminuigcdo na alimentagdo destes
animais, como sugerido anteriormente por LIMA, FEG (2018). Também pode ser
consequéncia de alteracbes na palatabilidade dos animais, provocados pela
administragcado do suco (FERREIRA et al., 2016). Outra possibilidade seria o fato de
que o suco do P. gounellei contém razoavel quantidade de agua e fibras soluveis e
insoluveis, 0 que pode ter causado uma maior saciedade nos animais, e assim,
ocasionado um menor consumo da ragao. Excecéao foi vista na primeira e segunda
semana, no grupo dos machos que consumiu 10mL/kg do suco, em que houve um

aumento no consumo de agua em relagdo aos demais grupos.
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A perda ponderal foi comum aos grupos de machos (controle e tratado) na
segunda semana de estudo, e no grupo das fémeas na terceira semana de
experimento. Isto poderia estar relacionado a um maior stress desses animais frente
a algum fator externo, que tenha influenciado de forma conjunta a todos os grupos,
apesar de nao haver relevancia estatistica nestes dados.

O unico grupo que apresentou perda ponderal estatisticamente significativa foi
o0 dos machos que receberam 7,5mL/kg do suco do P. gounellei. Pode-se observar
que neste mesmo grupo houve uma diminuigdo no consumo de ragdo nas trés
primeiras semanas do experimento, o que resultou num ganho de peso menor ou
perda ponderal maior que todos os outros grupos.

Ainda em relacdo aos machos, foi possivel verificar que houve um menor
consumo de ragdo também nos que receberam 10mL/kg na terceira semana do
experimento, o que resultou em um menor ganho de peso nestes animais comparado
aos outros grupos, porém sem relevancia estatistica.

Com relacdo ao consumo de agua, foi possivel observar um aumento na
primeira e segunda semana, nos machos que receberam 10mL/kg do suco, € uma
diminuicdo estatisticamente significativa em todos os grupos tratados, na quarta
semana do experimento.

Entre as fémeas, houve um menor consumo de agua e ragao, estatisticamente
significativo, na terceira e quarta semana naquelas que receberam 5mL/kg do suco
resultando em uma maior perda de peso na terceira semana e um menor ganho
ponderal na quarta semana comparado aos outros grupos (sem significancia
estatistica). Nas fémeas que receberam 10mL/kg também houve um menor consumo
de agua e ragéo na segunda, terceira e quarta semana, que resultaram em uma perda
de peso sem significado estatistico.

Com relagao aos parametros bioquimicos, pode-se observar uma diminuicao
do sddio e triglicerideos, nos ratos machos, que utilizaram o suco do P. gounellei nas
doses de 5mL/kg e 10mL/kg, respectivamente.

Os ftriglicerideos s&o gorduras presentes na corrente sanguinea e que tem
relacdo direta com a sindrome metabdlica. Portanto niveis altos de triglicerideos
sanguineo estdo relacionados ao desenvolvimento de obesidade, resisténcia
insulinica e diabetes, risco cardiovascular, hipertensao arterial e dislipidemia. Uma
das formas de diminuir os niveis de triglicerideos é aumentar a ingestao de fibras na

dieta. O seu consumo aumentado ajuda a diminuir a absorgéo de gorduras e agucares
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no intestino. As principais fontes de fibra incluem as frutas e os vegetais, mas outras
formas de obtencao de fibras na dieta sdo os frutos secos e os cereais. Como ja foi
dito anteriormente, estudos demonstraram que nos claddodios do P. gounellei
encontra-se grande quantidade de fibras tanto soluveis como insoluveis, o que pode
justificar esta alteragao laboratorial encontrada (BEZERRIL et al., 2021).

A hiponatremia € uma alteracdo metabdlica caracterizada pela baixa
concentragédo de sodio no sangue em relagcdo ao volume de agua no organismo. Ela
ocorre em decorréncia do desequilibrio no complexo sistema renina angiotensina
aldosterona, que regula a absorg¢do e excregdo de agua e sOdio N0 NOSSO Corpo
(SILVA, I.G., et al., 2021).

O problema ocorre em disfungdes metabdlicas mais agudas, principalmente
pela incapacidade do organismo eliminar a quantidade certa de agua para atingir o
equilibrio com o sdédio, pela agao de tumores que podem estimular a producéo de
horménios antidiuréticos, por patologias que contribuem para a retengao de agua,
como as insuficiéncias cardiaca, hepatica e renal e pelos efeitos do uso de
determinados medicamentos. Alguns diuréticos, anticonvulsivantes, antidiabéticos,
quimioterapicos e antidepressivos podem favorecer a hiponametria, seja propiciando
a retencéo de liquido (o que reduz a concentragao de sdédio), seja estimulando a
eliminacao indevida de sédio (SILVA, I.G., et al., 2021).

Os quadros de hiponatremia podem estar relacionados a insuficiéncia do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, que atua na reabsorc¢ao de parte do sédio
naturalmente excretado pelo organismo, impedindo que ele seja eliminado pela urina.
Deficiente, esse sistema nao contribui para garantir a reposigao do sédio (SILVA, |.G.,
et al., 2021).

No grupo das fémeas foi possivel verificar um aumento estatisticamente
significativo da amilase naquelas que receberam 5mL/kg do suco do P. gounellei e
uma diminuicdo da globulina nas que receberam 7,5mL/kg do suco. Apesar do
aumento da amilase neste grupo de fémeas, foi possivel observar que mesmo assim,
estes valores ainda ficaram menores que o grupo dos animais machos.

A amilase sérica é secretada, essencialmente, pelas glandulas salivares e
pelas células acinares do pancreas, sendo secretada no intestino por meio do ducto
pancreatico. As glandulas salivares secretam a amilase e inicia a hidrélise do amido
presente nos alimentos na boca e no es6fago. Essa agao € desativada pelo conteudo

acido do estébmago. No intestino, a acdo da amilase pancreatica consiste na quebra
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de acgucares. A ingestao de carboidratos ativa o funcionamento da amilase, o qual se
inicia com o estimulo as glandulas salivares. A amilase na saliva é capaz de
transformar fontes de amido em maltose e glicose. Mas &€ somente a amilase
produzida no pancreas que consegue quebrar o amido em unidades menores, quando
o alimento ja esta no trato digestivo e o processo de digestao esta adiantado (MACK
et al., 2020).

Moreira et al. (2017) ressaltam a importancia da dosagem das enzimas amilase
e lipase, que funcionam como marcadoras de lesdes pancreaticas, indicando que o
aumento destas é resultante de um processo de inflamacédo do pancreas. Por outro
lado, Mack (2020), chama a atencgao para o fato de que, apesar de importante, a
avaliacdo dessas enzimas nem sempre significa um quadro de pancreatite, uma vez
que a elevacdo das mesmas pode estar relacionada a doengas nao-pancreaticas,
tendo em vista que sao secretadas em outros érgaos. Por outro lado, essas enzimas
também podem ndo mostrar qualquer alteracdo em caso de doencas pancreaticas.
Portanto, o diagndstico preciso de pancreatite deve levar em conta os achados
histopatolégicos colhidos por meio de biopsia, em associagdo com asanalises
laboratoriais, que complementarao os resultados histopatolégicos.

A dosagem da proteina total e suas fragdes (albumina, globulina e relagao
albumina: globulina) sao partes integrantes dos exames hematoldgicos e bioquimicos
em animais. Alteragdes nas suas concentracbes sdo as principais anormalidades
laboratoriais em algumas doencgas, fornecendo também informagdes importantes para
limitar a lista de doengas que podem ser investigadas e, em alguns casos, indicar uma
doencga especifica. Além disso, ajudam na avaliagdo do estado nutricional e da
hidratagdo do animal (GOMES et al., 2019).

Apesar de ser importante, a dosagem apenas da proteina total sem as suas
fragdes pode ser insuficiente para triar um diagndstico, pois ndo se sabe qual a classe
de proteina que esta alterada.

A albumina é sintetizada no figado e responde por cerca de 80% da presséo
oncotica do sangue, sendo também uma importante proteina transportadora, com
significativa participagdo no transporte de acidos graxos livres, acido biliares,
bilirrubina, calcio, hormbnios e medicamentos (GOMES et al., 2019).

As globulinas englobam diversos tipos de moléculas de anticorpos e outras
proteinas que atuam no sistema imune, fatores de coagulagdo, enzimas e proteinas

transportadoras de lipideos, vitaminas, horménios, hemoglobina extracelular e ions
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metalicos (ex: ferro e cobre). Elas sao divididas em trés grandes grupos: alfa, beta e
gamaglobulinas (GOMES, et al., 2019).

Foi visto que as fémeas tratadas, com a dose de 7,5mL/kg do suco,
apresentaram uma diminui¢cdo significativa da globulina em relagdo aos demais
grupos. Entretanto, aumento ou diminuicdo de proteinas totais e suas fragdes, sao
fatos comuns de acontecer em animais que estdao em experimentagcdo (RAMALHO,
2015). No entanto, alteracdes nas proteinas séricas totais, bem como anormalidades
no teor de albumina/globulina também podem ser um indicativo de disfungéo hepatica
(GOMES, et al., 2019). Mas, avaliando os demais parametros bioquimicos que sao
considerados marcadores de dano/fungcdo hepatica, como AST, ALT e a propria
albumina, estes ndo apresentaram nenhuma alteragéo significativa. Logo, apenas
analisando o nivel de globulina, ndo se pode inferir que o suco cause dano hepatico
ou alteragao na sua fungao.

Mudancgas nos niveis das globulinas podem ser usadas para avaliar estados de
adaptacgao ao estresse: animais adaptados tendem a ter niveis normais, enquanto que
0s n&o adaptados tém os niveis alterados (RAMALHO, 2015).

Essa diminuigdo da globulina observada isoladamente no grupo de fémeas que
recebeu a dose de 7,5mL/kg, pode nao estar relacionada diretamente a nenhum efeito
toxico, pois ndao foi acompanhada de alteragdo nos niveis de albumina e nem de
proteinas totais.

A analise dos parametros sanguineos é de relevante importancia para fazer
uma avaliacao dos riscos de determinadas substancias quando administrada em seres
humanos, pois, o sistema hematolégico tem maior valor para prever os primeiros sinais
de toxicidade, dessa forma ele se torna um alvo bastante susceptivel ao ataque de
substancias toxicas, sendo um importante sistema para poder analisar o estado de
saude de humanos e animais (LI et al., 2010).

O sistemahematopoiético exige atencao, umavez que, adistribuicdo de oxigénio,
nutrientes e os proprios medicamentos para os tecidos dependem da integridade
vascular o que também garante “em parte” o funcionamento adequado do sistema
imune. As consequéncias de danos diretos ou indiretos as células sanguineas e aos
seus precursores sao potencialmente uma ameaca a vida (LIMA, F., et al., 2018).

Hemacias s&o unidades morfolégicas da série vermelha do sangue cuja fungéo
€ transportar o oxigénio (principalmente) e o gas carbdnico (em menor quantidade)

aos tecidos (LORENZI, 2006). O hematdcrito corresponde ao volume ocupado pelas
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hemacias contidos numa certa quantidade de sangue total. Assim como os eritrocitos,
0 sexo masculino tem maior valor em percentagem do que o sexo feminino (LORENZI,
2006).

Para auxiliar no diagnostico de patologias hematoldgicas, no que se refere a
série vermelha, existem os indices eritrocitarios, tais como: Hemoglobina corpuscular
média (HCM), Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo da Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) (LIMA et al., 2018).

Para fins praticos, a concentragcdo da hemoglobina (ou o hematdcrito) € o
parametro laboratorial mais utilizado para definir o quadro de anemia. Idade, sexo,
altitude, indice de massa corporal sado fatores que podem influenciar os niveis de Hb
(LIMA et al., 2018).

A anemia pode ser classificada de diversas formas, como: aguda e cronica,
quanto ao tempo de instalagdo; decorrente da diminuicdo da producgao
(hipoproliferativa) ou do aumento da destruicdo dos eritrécitos (perda ou hemdlise),
quanto a causa e em normocitica/normocrébmica, macrocitica e
microcitica/hipocrédmica, quanto ao Volume Corpuscular Médio (VCM) (LIMA et al.,
2018).

Como visto neste estudo, houve uma alteragao estatisticamente significativa na
série vermelha das fémeas que receberam o suco do P. gounellei nas trés doses, em
relacdo ao grupo controle, porém estes niveis ainda permaneceram bem proximo aos
parametros da normalidade, conforme os valores encontrados por Castello Branco et
al. (2011) (VN Hb: 15+-0,2/ VN Ht; 34+-0,8/ VN hemacias: 7,3+-0,1). Também seria
possivel tentar justificar este achado, devido ao género, ja que nos machos néao houve
nenhuma alteracdo hematoldgica, porém, um fato contra este argumento seria a
observagédo que o grupo controle das fémeas n&o apresentou nenhuma alteragao,
sugerindo fortemente alguma reagao de toxicidade do suco induzida nas fémeas.

Também foi observado um aumento dos valores de plaquetas (trombocitose)
nos grupos das fémeas que receberam 5 mL/kg e 7,5mL/kg. Essas alteragdes podem
ser indicativas de dano hematologico e necessitam ser melhor investigadas.

As plaquetas sédo fragmentos de megacariocitos. Tém origem na medula
Ossea e estdo envolvidas no processo de coagulagdo. A trombocitose pode ocorrer
devido a um processo primario, que € a chamada trombocitemia essencial e pode ser
um processo reativo a outras patologias. O numero de plaguetas ndo € um marcador

fidedigno para diferenciar processos primarios e secundarios (LIMA et al., 2018).
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A trombocitose secundaria € muito mais frequente que a trombocitemia
essencial, ela ocorre principalmente devido ao aumento de trombopoetina, IL-6 e
catecolaminas em doencas inflamatorias, neoplasicas e infecciosas (OLIVEIRA, L.J.,
2011).

Reacdes medicamentosas também podem cursar com trombocitose, entre as
medicagcdes que cursam com trombocitose incluem vincristina, acido retinoico,
citocinas, como a epinefrina e fatores de crescimento. O uso de alcool também pode
ser associado com supressdo medular ocorrendo principalmente plaquetopenia
(OLIVEIRA, L.J., 2011; DIAS, G.E., 2015).

O leucograma avalia os tipos celulares nucleados que comumente circulam na
corrente sanguinea, como: linfécitos, mondcitos e os granulécitos (principalmente
neutrofilos, basofilos e eosinodfilos) (OLIVEIRA, L.J., 2011; DIAS, G.E., 2015). Neste
estudo houve um aumento significativo nos valores de neutréfilos das fémeas tratadas
com o suco do P. gounellei, nas doses de 7,5mL/kg e 10mL/kg, o que pode ser
sugestivo de resposta inflamatoria contribuindo para injuria do tecido afetado. A
elevagao acima dos valores fisioldgicos no leucograma, pode envolver qualquer grupo
de células brancas, e dependendo do tipo celular mais significativamente elevado
pode-se especifica-la, sendo assim, no nosso estudo foi observada uma neutrofilia.
Ainda no mesmo grupo de fémeas que recebeu a dose de 7,5mL/kg houve uma
diminuigdo de linfécitos (linfopenia). E sabido que as alteracdes dos niveis das células
sanguineas podem muitas vezes ser causado pela substancia em questdo, mas cabe
analisar até que ponto realmente tais reagcdes podem gerar uma resposta de agressao
téxica ao organismo, e se essas alteragbes sao ou ndo momentaneas, podendo voltar
a normalidade espontaneamente.

N&o foi observada nenhuma alteragdo hematoldgica nos animais machos, e
nem nos grupos controle.

Foi realizada a eutanasia e retirada dos 6rgaos para analise e processamento
histologico, porém ainda ndo temos os resultados finais em virtude das dificuldades
impostas pela pandemia e outros problemas técnicos com o laboratorio de Morfologia.
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10 CONCLUSAO

Conclui-se, assim, com relagédo ao estudo de toxicidade aguda, que o suco e o
iogurte da geleia do Pilosocereus gounellei possuem baixa toxicidade. Em relacéo a
geleia do P. gounellei, pode-se inferir que mais estudos sdo necessarios para
descartar hepatotoxicidade, ja que a mesma ocasionou elevacgao discreta de ALT e
AST, sem alterar demais parédmetros relacionados ao estudo do figado, o que pode
ter sido relacionada a alta dose administrada. Sendo assim, sugere-se prosseguir com
os estudos de toxicidade crbnica para avaliar os possiveis efeitos com o uso
continuado da mesma.

Com relacao ao estudo de toxicidade subcrénica pode-se inferir que o consumo
pelas fémeas do suco do P. gounellei nas trés diferentes doses, causou alteragdes
significativas do ponto de vista hematolégico. Apesar de ter sido evidenciado uma
diminuicao estatisticamente significativa das hemacias, hemoglobina e hematdcrito,
estes ainda se encontram dentro dos padrdes de normalidade esperados para o
género e a espécie em questédo, ndo podendo portanto, afirmar com toda certeza que
a mesma tenha sido resultado de toxicidade hematoldgica.

Tanto nos machos como nas fémeas ocorreu diminuigdo no consumo de agua
e racao que resultou em uma perda de peso mais expressiva ou ganho de peso menor
gue nos grupos controles, o que justificaria a realizagdo de estudos mais detalhados
sobre o poder do suco no controle de peso e niveis de triglicerideos.

Para melhor avaliar os efeitos finais do suco € imprescindivel o resultado do
estudo anatomopatoldgico realizado com os 6rgaos destes animais, que ainda se

encontra em processamento e analise.
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Avaliacao da toxicidade nao-clinica do suco, da geleia e do
iogurte da polpa de Pilosocereus gounellei

Evaluation of non-clinical toxicity of juice, jelly and yoghurt of Pilosocereus gounellei

Evaluacion de la toxicidad no clinica del jugo, mermelada y yogur de pulpa
Pilosocereus gounellei

Wilma Ribeiro Coutinho de Almeida Guedes Pires'*, Josué do Amaral Ramalho’, Igor
Gabriel da Silva Ramalho’, Thyffanne Suellen Tavares Linhares’, Maria de Fatima Vanderlei
de Souza', Rita de Cassia Ramos do Egypto Queiroga'”, Caliandra Maria Bezerra Luna
Lima', Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz’

RESUMO

Objetivo: Realizar ensaios toxicolégicos nao-clinico agudo do suco, da geleia e do iogurte
da polpa do Pilosocereus gounellei. Métodos: O estudo foi realizado com 36 ratas Wistar, divididos
em 3 grupos tratados e 3 controles, que receberam 2000mg/kg, via oral, dose Unica de cada substancia.
Foram observados por 14 dias, com relagdo ao consumo de agua, ragao e evolugao ponderal. Ao fim
do estudo, os animais foram eutanasiados e autopsiados. Foram avaliados pardmetros hematolégicos,
bioquimicos e realizado exames histopatolégicos. Resultados: Nao houve alteragdo no consumo de
ragao, porém os animais apresentaram diminuigdo de peso. Nos grupos do suco e geleia houve
diminuicdo no consumo de agua. No grupo do suco houve diminuicdo de ureia, aumento de cloro e
magnésio. No grupo da geleia se evidenciou aumento de alanina aminotransferase (ALT) e volume
corpuscular médio. Naqueles que receberam o iogurte ocorreu diminuicao de fésforo, magnésio,
hematécrito e linfocitos. Todas estas alteragées foram estatisticamente significativas, apesar de se
encontrarem dentro dos padrées de normalidade para esta espécie, exceto com relagao aos valores
de ALT. Conclusao: Conclui-se que o suco e iogurte da geleia P.gounellei possuem baixa toxicidade.
Em relagdo a geleia P. gounellei, mais estudos s&o necessarios para descartar hepatotoxicidade.
Palavras-chave: Testes de Toxicidade Aguda, Cactaceae, iogurte, sucos.

ABSTRACT

Objective: Perform acute non-clinical toxicological tests of the juice, jelly and yogurt of the Pilosocereus
gounellei. Methods: The study was carried out with 36 female Wistar rats, divided into 3 treated groups
and 3 controls, who received 2000mg / kg, orally, of each substance. They were observed for 14 days,
with respect to water consumption, food and weight evolution. Subsequently, the animals were
euthanized and autopsied. Hematological and biochemical parameters were evaluated,
anatomopathological examination was performed. Results: All animals showed weight loss, but there
was no change in feed intake. In juice and jelly’s groups, there was a decrease in water consumption.
In the juice group there was a decrease in urea, lipase and an increase in chlorine and magnesium. In
the jelly group, there was an increase in alanine aminotransferase and mean corpuscular volume. In
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those who received the yogurt there was a decrease in phosphorus and magnesium, hematocrit and
lymphocytes. All of these changes were statistically significant, despite the values being within the
normal range, except for ALT. Conclusion: It is concluded that the juice and yogurt of P. gounellei jelly
are of low toxicity. Regarding P. gounellei jelly, further studies are needed to rule out hepatotoxicity.

Key words: Toxicity Tests Acute, Cactaceae, yogurt, juices.

RESUMEN

Objetivo: Realizar pruebas toxicoldogicas agudas no clinicas del zumo, mermelada y yogur de
Pilosocereus gounellei. Métodos: El estudio se realizé con 36 ratas Wistar, divididas en 6 grupos
(tratados y controles), que recibieron 2000 mg/kg, via oral, de cada sustancia. Se observo consumo de
agua, alimentacion y evolucion del peso durante 14 dias. Posteriormente, los animales fueron
sacrificados y sometidos a autopsia. Se evaluaron parametros hematolégicos, bioquimicos y se realizd
examen anatomopatologico. Resultados: Todos los animales mostraron pérdida de peso, pero sin
cambios en la ingesta de alimento. En los grupos de zumo y mermelada, hubo una disminucién en el
consumo de agua. En el grupo de zumo hubo una disminucion de urea, lipasa, aumento de cloro y
magnesio. En el grupo de mermelada, hubo aumento en la alanina aminotransferasa y volumen
corpuscular medio. En los que recibieron el yogur hubo una disminucion de fésforo, magnesio,
hematocrito y linfocitos. Todos estos cambios fueron estadisticamente significativos, pero los valores
se encuentran dentro del rango normal, a excepcion de ALT. Conclusién: Se concluye que el zumoy
yogur de P. gounellei son de baja toxicidad. Con respecto a la mermelada de P. gounellei, se necesitan
mas estudios para descartar la hepatotoxicidad.

Palabras clave: Pruebas de Toxicidad Aguda, Cactaceae, yogur, zumos.

INTRODUGAO

A espécie Pilosocereus gounellei, pertencente a familia Cactaceae, também conhecida como
xique-xique, encontra-se dispersa pelo territério brasileiro. Tem caracteristica de forte adaptacéo as
condi¢cdes extremas de temperatura e umidade, multiplicando-se regularmente e cobrindo areas
extensas da caatinga (CARVALHO POAA, et al., 2021).

Estudos tém mostrado o potencial desta espécie, como fonte alimentar para comunidades do
nordeste brasileiro (LUCENA CM, et al., 2012; SILVA VA, 2015). Na alimentagao humana, o miolo dos
cladédios é consumido cozido ou assado, sendo empregado também na produgdo de farinhas,
biscoitos, bolos e doces. Na medicina popular, ele € consumido como suco, para tratamento de gastrite,
colite e ictericia (LUCENA CM, et al., 2012).

Chaves EMF e Barros RFM (2015) citam que a utilizagdo das cactaceas, na alimentacéo
humana, restringe-se aos periodos de fome e seca, gerando efeitos negativos sobre sua utilizagao.
Pesquisadores vém estudando aspectos nutricionais do P. gounellei, sugerindo sua utilizagdo, como
fonte alimentar e de renda, orientando sua produgao e aproveitamento em escala e estimulando o
desenvolvimento de uma das regiées mais carentes do Brasil (PINTO NCC e SCIO E, 2014).

Estudos prévios com o suco do P. gounellei identificaram nutrientes importantes, como: fibras
soluveis e insoluveis, e minerais (magnésio, calcio, zinco, selénio e manganés), constituindo-o, uma
alternativa alimentar de importante valor nutricional (BEZERRIL FF, et al., 2017). As fibras solluveis
foram consideradas prebioticas (componentes alimentares ndo digeriveis que estimulam a proliferagao
e manutengdo da microbiota intestinal) como mostrou um estudo que evidenciou efeito no crescimento
de cepas do Lactobacillus (RIBEIRO TS, et al., 2020).

Dezenove compostos fendlicos foram identificados no suco do P. gounellei, com destaque
para os flavonoides e acidos fendlicos (CARVALHO POAA, et al., 2021).
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Resultados obtidos por Sousa GA, et al. (2018) mostraram, que o extrato etandlico do caule
e da raiz do P. gounellei apresentaram atividade gastroprotetora em modelos de Ulcera gastrica,
induzidas por etanol em camundongos.

Outro estudo com o suco do P. gounellei evidenciou efeito anti-inflamatério na mucosa
intestinal de animais que foram submetidos a colite por acido acético, com melhora do dano tecidual e
diminuicao de marcadores inflamatérios. Esses efeitos protetivos podem ser atribuidos aos compostos
fendlicos e as fibras presentes no suco do xique-xique (CARVALHO POAA, et al., 2021).

No entanto, tem-se observado ha alguns anos, que as plantas medicinais sdo consumidas
com quase nenhuma comprovagao de suas propriedades farmacolégicas e toxicas. Sendo importante
ressaltar que estes produtos também s&o passiveis de possuir efeitos adversos e toxicidade.
Pesquisas mostraram que muitas plantas possuem substancias potencialmente agressivas, devendo
ser utilizadas com cuidado e respeitando seus riscos toxicolégicos (MACIEL KS, et al., 2016; VERRI
AM, et al., 2017).

A Toxicologia € uma ciéncia que estuda as propriedades fisico-quimicas das substancias
orientando a seguranca de seu uso. Os estudos de avaliagdo toxicoldgica se concentram em duas
grandes fases: nao clinica, realizada em espécies de experimentacao e a clinica, onde os produtos que
ndao demonstraram toxicidade significativa nos estudos nao clinicos, sdo testados em humanos
voluntarios, sob rigorosos preceitos técnicos e éticos (DIAS GEN, 2015).

No Brasil, a toxicologia ndo clinica é orientada pelo Guia para a condug¢ao de estudos nao
clinicos de toxicologia e seguranga farmacoloégica, necessarios ao desenvolvimento de medicamentos,
e pela Organizagdo para Cooperagdo Econdémica e Desenvolvimento (Organization for Economic
Cooperation and Development-OECD).

Os ensaios toxicoldgicos nao clinicos podem ser divididos em quatro fases: toxicidade aguda,
de doses repetidas, subcronica e crénica. A toxicidade aguda consiste em uma avaliagao preliminar
que objetiva conseguir dados acerca das caracteristicas toxicas da substancia e seus efeitos adversos
num organismo, permitindo inferir riscos para a saude, resultantes de uma exposi¢ao de curta duragéo,
sendo obrigatérios para toda substancia em teste (OECD 2001).

Diante disso, o objetivo deste estudo é realizar ensaios toxicolégicos ndo clinico agudo do
suco, da geleia e do iogurte de Pilosocereus gounellei, com base na OECD 423. Durante a revisao
da literatura, ndo foram encontrados estudos referentes a toxicidade destes produtos, justificando
prosseguir com as analises toxicolégicas nao clinicas, sendo essa uma etapa fundamental para
realizagao dos estudos clinicos.

METODOS

Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), protocolo N°1275210718.

Foram utilizadas 36 ratas Wistar (Ratus novergicus), albinas, adultas, nuliparas e ndo gravidas,
pesando entre 180 e 220 gramas, fornecidas pela Unidade de Produc¢ao Animal (UPA) do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) UFPB.

Estas, foram divididas em doze gaiolas de polietileno, contendo 3 animais em cada, e foram
mantidas sob condigdes controladas de temperatura (22+ 3°C), em ciclos de claro e escuro de 12 horas,
com livre acesso a agua e ragao do tipo pellets, e sem uso de medicamentos.

Foram utilizados seis grupos (irés tratados e trés controles) contendo seis animais cada um. Os
testes foram realizados com trés substancias diferentes: suco do P. gounellei, cujo controle foi agua;
geleia do P. gounellei, sendo o controle uma geleia constituida de agua e agucar e iogurte acrescido
da geleia do P. gounellei, cujo controle foi iogurte sem geleia. Depois de prontos, estes produtos, foram
gentilmente cedidos pela professora doutora Rita Queiroga do Departamento de Nutricdo da UFPB. O
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estudo foi desenvolvido, utilizando a dose de 2000mg/kg de cada substancia. A escolha da dose foi
realizada, segundo recomendacgdo da OECD, seguindo os requisitos do teste limite.

O estudo de toxicidade aguda nao clinica tem duragédo de 14 dias. No primeiro dia foi realizada a
administragdo da substancia em dose Unica, via oral, por gavagem, e a partir dai, observam-se os
efeitos gerais apresentados pelos animais e diariamente se avalia o consumo de agua e ragao.
Mamadeiras graduadas com agua foram colocadas nas gaiolas pela manha, sendo registrado no dia
seguinte, o volume ingerido pelos animais. Quanto ao consumo de alimentos, a ragéo foi pesada e
colocada nas gaiolas, sendo contabilizado, no dia seguinte, o peso consumido da mesma. A pesagem
dos animais foi realizada no 1°, 7° e 14° dia.

Antes da eutanasia e apoés jejum de 12 horas, amostras de sangue foram coletadas a partir do plexo
braquial para analise de parametros hematoldgicos e bioquimicos.

As analises hematolégicas englobam o eritrograma: contagem de hemacias, hematdcrito,
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragéo
da hemoglobina corpuscular média (CHCM) e amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos (RDW),
leucograma: contagem global dos leucdcitos e diferenciagédo celular e plaquetas.

As andlises bioquimicas compreendem: glicose, ureia, colesterol total, trigliceridios, acido urico,
creatinina, aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT), fosfatase alcalina
(FA), amilase, desidrogenase latica (DHL), proteinas totais, sodio, potassio, calcio, magnésio, fésforo
e cloreto.

A eutanasia dos animais foi realizada ao fim dos 14 dias de observagao, por sobredose de solugao
anestésica, contendo quetamina (300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg), segundo recomendagao do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e em seguida, realizou-se a
autopsia. Foi efetuada a ressecgéo e pesagem dos pulmdes, coragao, estdbmago, baco, figado e rins.
Os pulmdes foram submetidos a perfuséo, via traquéia, com solugao de formol a 10%, tamponada,
enquanto os demais 6rgéos foram fixados em formalina tamponada. Apds 72 horas, os 6rgaos foram
resseccionados para processamento histopatolégico.

A Pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Ensaios Toxicolégicos (LABETOX) e no biotério
Professor Thomas George do IPeFarM-UFPB.

Para andlise estatistica dos resultados, foi utilizado o Teste “t” de Student ndo pareado, com o intuito
de comparar as médias dos diferentes grupos em relagdo a cada paradmtero avaliado, utilizando o
Software Graph Pad Prism 6.0, sendo os resultados considerados significativos quando apresentarem
valores de p < 0,05. Ressalta-se que os resultados foram expressos em média e erro padrdo da
média(e.p.m.).

RESULTADOS

Nao foi observado nenhuma morte dos animais experimentais durante os 14 dias em que foi
realizado o ensaio, apesar da alta dose administrada dos trés diferentes produtos.

Consumo de agua e ragao

O consumo de agua e ragao foi avaliado diariamente, pela manha, durante os 14 dias de
experimento. O grupo da geléia do P. gounellei apresentou um consumo de agua significativamente
menor que o grupo controle (geléia: 193,4 + 6,07 e controle: 212,3 + 5,21) como pode ser visto na
tabela 1. Os animais que receberam o suco também apresentaram diminui¢do do consumo de agua
comparado ao grupo controle (suco: 157,5 + 4,96 e controle: 175,5 + 6,38). No grupo do iogurte ndo
houve alteragdo em relagdo ao consumo de agua e nem de ragéo.

Nao foi encontrada diferenca estatistica significativa no consumo de ragdo entre os grupos
avaliados (Tabela 1).
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Tabela 1: Consumo de agua e racdo de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000 mg/kg
com o suco, geleia, iogurte com geleia do P. gounellei durante os 14 dias do ensaio de toxicidade

aguda.

GRUPO
CTA logurte CT-G Geleia CT-S Suco

CONSUMO  185,9+6, 196,645,00 212,3+521 193,4+6,07* 175,5+6,38 157,5+4,96*
DE AGUA 11
(mL)

CONSUMO  111,8+5, 105,4+3,86 112,2+3,32 105,9+2,41 102,8+3,15 113,8+3,88
DE RACAO 02
(9)

Legenda: Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado.
*p<0,05. CT-I: controle do iogurte. CT-G: controle da geleia. CT-S: controle do suco.

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.

Evolugao ponderal

Com relagao a evolugao ponderal pode-se observar que durante os 14 dias de avaliagdo, os animais
que receberam o iogurte da geleia apresentaram um ganho de peso menor comparado ao grupo
controle, como pode ser visto no grafico 1 A. Este grupo apresentou um delta de ganho de peso de
16,17g + 1,78¢g, enquanto que o seu controle teve um ganho de 23g + 1,93g.

Grafico 1 A: Delta de ganho de peso de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000 mg/kg,
de iogurte com geleia do P. gounellei, durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda.
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Legenda: Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado.
*p<0,05.

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.
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Jéa o grupo da geléia apresentou uma variagdo de peso maior (25,179 + 4,28g), durante os 14
dias de experimento, comparado ao seu controle (15,33g + 1,65g), como pode ser visto no grafico 1
B.

Grafico 1 B: Delta de ganho de peso de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000 mg/kg,
com a geleia do P. gounellei, durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda.

Geleia

40+ (25,17%4,28)

304

(15,33%1,65)

204

10+

A Evolugéo Ponderal (g)

[=]
L

A Controle A Geleia

Legenda: Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado.
*p<0,05.

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.

Ao avaliar o grupo do suco e seu controle, pode-se perceber que a variagdo de peso entre 0s
dois foi semelhante, como mostra o grafico 1 C.

Grafico 1C: Delta de ganho de peso de Ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000 mg/kg,
com o suco do P. gounellei, durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda.
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Legenda: Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-pareado.
*p<0,05.

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.
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Parametros bioquimicos

Poucas alteragdes foram evidenciadas na avaliagdo dos parametros bioquimicos, porém, algumas
foram estatisticamente significativas, como pode-se verificar na Tabela 2. Dentre elas, observa-se um
aumento de ALT no grupo que recebeu a geleia do P. gounellei. Houve diminuigdo nos niveis de ureia
e lipase nos animais que receberam o suco do P. gounellei, além de um aumento significativo do cloro
e do magnésio. No grupo que recebeu o iogurte com a geleia do P. gounellei, foi identificada uma
diminuigdo significativa nos niveis de magnésio, fésforo e LDH em relagao ao controle.

Tabela 2: Parametros Bioquimicos de Ratos Wistar tratados com a dose de 2000 mg/kg do suco, da
geleia e do iogurte com a geléia do P. gounellei, durante o ensaio de toxicidade aguda.

Grupos CT-1 logurte CT-G Geleia CT-S Suco
Glicose 124,7+2,2 128,8+7,7 149,3+1,1  154,8+11,4  104,016,7 129,046,8
(mg/dL)
Ureia 28,3+1,2 32,5+2,5 24,3+0,2 25,8+0,7 36,7+1,1 31,5+1,5*
(mg/dL)
Creatinina 0,44+0,03 0,41+0,03 0,38+0,01 0,39+0,02  0,37+0,02  0,37+0,01
(mg/dL)
Colesterol 58,3+3,27 53,7+3,69 54,0+0,97  55,8+6,18 64,7+4,36  59,8+4,06
(mg/dL)
Triglicerideo  33,3+3,29 35,7+2,89 32,3+2,43  35,3+4,77  26,0+0,97  29,3+1,99
s (mg/dL)
Acido urico 1,140,19 0,8+0,10 1,540,46 1,940,82 0,7+0,06 1,14£0,22
(mg/dL)
AST 193,3446,0 129,5+19,5 79,33+2,6  31,0+1,59 119,3+2,1  207,7467.,4
(un
ALT 37,6742,76  39,24290 239,3+101, 66,0+18,22  47,0+4,21 39,5+3,93
un 1 *
Fosfatase 12317,73  112,5t14,9 100,7+10,4  90,549,23  143+19,75 115,5+14,1
Alcalina (U/l) 7 2 6
LDH 1656+36,2 1301+88,28 814+86,67 1429+373, 1336+72,1 11531196,
un 7 * 5 3 1
Amilase 330,7+17,4 312,8+15,5 361,7+3,66 339,3+13,5 263,3+15,7 297,0+16,6
(U/dL) 1 7 6 6 6
Proteinas 6,2+0,11 5,88+0,12 6,03+0,08  6,12+0,09 6,070,076 5,87+0,140
totais (g/dL)
Albumina 3,13+0,06 3,15+0,08 3,06+0,06  3,22+0,06 3,230,056 3,20+0,068
(g/dL)
Globulina 3,07+0,14 2,73+0,67 2,73+0,67  2,73+0,14  2,83+0,095 2,67+0,088
(g/dL)
Bilirrubina 0,13+0,02 0,13+0,02 0,16+0,02  0,13+0,02 0,17+0,021 0,15+0,022
(mg/dL)
Calcio 9,97+0,12 9,90+0,05 9,97+0,10  10,02+0,09 10,07+0,04 10,07+0,08
(mg/dL) 2 8
Cloro 101,7+0,21  102,3+0,56 101,7+0,21  102,3+0,80 100,7+0,21 102,7+0,67
(un *
CPK 17274538  845,2+161, 440+18,62 687,3+201, 672,2+28,8 1001+230,
un 4 9 6 8
Fésforo 6,3710,24  5,67+0,10* 6,23+0,27  6,23+0,61 6,53+0,055 6,60+0,410

(U/dL)
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Lipase 5,0+0,63 5,5+1,36 5,67+1,05 5,60+1,08 6,33+0,76  3.83+0,69*
(g/dL)
Magnésio 2,23+0,02  2,03t0,07*  2,20£0,07 2,25+0,18 1,93+0,02  2,12+0,05*
(g/dL)
Potassio 4,4+0,09 4,23+0,11 4,50+0,49 4,55+0,40 4,30+0,04  4,53+0,31
(g/dL)
Sédio 142+0,36  142,3+0,33 142,7+0,21 141,7+0,49 142,0+0,00 142,3+0,33
(g/dL)

Legenda: Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / Nao-
pareado.*p<0,05. CT-I: controle do iogurte. CT-G: controle da geleia. CT-S: controle do suco. AST:
aspartato aminotransferase. ALT: alanina aminotransferase. LDH: desidrogenase lactica. CPK:
creatinofosfoquinase.

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.

Parametros hematolégicos

Nao foi observada diferenga significativa entre os pardmetros hematoldgicos dos animais que
receberam o suco do P. gounellei.

No grupo tratado com a geleia do P. gounellei ocorreu um aumento estatisticamente significativo no
VCM e no RDW em relagéo ao controle.

Nas fémeas que receberam o iogurte acrescido da geleia do P. gounellei houve uma diminuigdo do
hematdcrito, dos linfécitos e um aumento no RDW estatisticamente significativo em relagdo ao grupo
controle (Tabela 3).

Tabela 3: Pardmetros hematolégicos de Ratos Wistar tratados com suco, geleia e iogurte com a geleia
do P. gounellei na dose de 2000 mg/kg durante o ensaio de toxicidade aguda.

Grupos CT-1I logurte CT-G Geleia CT-S Suco
Hemacias 8,130,044  8,05+0,180 8,01+0,20 8,05+0,23 7,96+0,07 7,64+0,12
(108 mm?3)

Hemoglobina  14,2+0,15 13,42+0,26 13,9+0,16 13,62+0,39 13,90+0,12 13,40+0,20
(g/dl)
Hem?o}f;crito 41,1£0,35 38,6+0,80* 40,44+0,50 39,90+0,87 39,76+0,36 13,40+0,20
VCM 50,84+0,28  48,08+1,67 39,90+0,87 49,52+0,34* 49,96+0,42 50,94+0,63
(%)
HCM 17,540,092  39,90+0,87 16,82+0,16 16,82+0,16 17,50+0,20 17,52+0,20
(npg)
CHCM 34,56+0,10  39,76+0,36 34,26+0,21 34,26+0,21 34,96+0,70 34,42+0,24
(%)
Leucécitos 4160+712,5 4100+148,3 3780+563,4 4300+876,4 5240+815,2  3360+510,5

(10/mm)

Neutrofilo 15,241,71 20,8+1,02 16,6+0,93 26,2+5,49 20,0£3,35 15,6+0,40
(%)

Eosinofilo 0,0+0,0 0,2+0,2 0,240,2 0,2+0,2 0,2+0,2 0,240,2
(%)

Linfocito 73,2+2,13 65,6+1,54* 71,6+2,40 64,8+4,42 70,6+3,47 72,8+1,20

(%)
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Monécito 11,8£0,74 11,8+0,74 10,2+1,20 8,6+£1,43 9,240,37 11,4+1,50
(%)
Plaquetas  997400+616 9974001616 487600+1985 810400+1159 974200+429 879200+861
(10/mm) 75 75 11 39 25 02
RDW 12,74+0,22 12,74+0,22 13,90+0,26 14,56+0,11* 10,76+2,41 12,84+0,48
(%)
VPM 5,6+0,15 5,6+0,15 5,84+0,27 5,80+0,14 5,66+0,06 5,62+0,07
(mm?)

Legenda: Os valores estdo expressos em meédia + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student / N&o-
pareado.*p<0,05. CT-I: controle do iogurte. CT-G: controle da geleia. CT-S: controle do suco. VCM:
volume corpuscular médio. HCM: hemoglobina corpuscular média. CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. RDW: red cell distribution (amplitude de distribuicdo dos glébulos
vermelhos). VPM: volume plaquetario médio.

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.

Avaliagao anatomopatolégico

Foram avaliados o coragao, estémago, figado, baco, pulmdes e rins dos animais deste estudo.
Os 6rgéos nao apresentaram alteragdes macroscépicas € nem microscopicas, como mudancas
estruturais, inflamagédo aguda e crbnica, esteatose, fibrose e necrose. Os cortes histoldgicos foram
analisados pela coloragdo hematoxilina-eosina em microscépio 6ptico com aumentos de x40, x100 e
x400. Nas figuras abaixo pode-se evidenciar cortes histoldgicos do figado e rins mostrando que nao
houve alteragdo nesses 6rgdos em nenhum dos grupos estudados, apesar da alteragdes bioquimicas
encontradas (elevagao da ALT no grupo da geléia e diminui¢gdo da uréia no grupo do suco).

Figura 1: Fotomicrografias representativas de figado dos grupos experimentais

Legenda: A- Grupo controle da geléia (HE 100X); B- Grupo do suco do P. gounellei
(HE 100X); C- Grupo da geléia do P. gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com
a geléia do P. gounellei (HE 100X).

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.
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Figura 2: Fotomicrografias representativas de rins dos grupos experimentais.

Legenda: A- Grupo controle do suco (HE 100X); B- Grupo do suco do P. gounellei
(HE 100X); C- Grupo da geléia do P. gounellei (HE 100X); D- Grupo do iogurte com
a geléia do P. gounellei (HE 100X).

Fonte: Pires WRCAG, et al., 2021.

DISCUSSAO

Segundo a classificacao de toxicidade da Comunidade Europeia, a ndo ocorréncia de mortes, apés
administragédo de 2000 mg/kg de um produto obtido de espécie vegetal, por via oral, indica uma provavel
auséncia de toxicidade, porém mais dados sdo necessarios para confirmar este achado (OLIVEIRA
AM, 2019).

A ingestdo de agua e nutrientes sdo parametros importantes no estudo da seguranga do produto,
pois estes sdo essenciais para o funcionamento do organismo. Neste trabalho, foi evidenciada uma
diminuicdo no consumo de agua nos grupos do suco e iogurte do P. gounellei. Estes contém razoavel
teor aquoso, sendo esta cactacea utilizada no sertdo como fonte de agua e alimento para animais e
seres humanos. Em seu estudo, Dias GE (2015) também evidenciou diminuigdo no consumo de agua
ao utilizar o extrato etandlico do P. gounellei. Enquanto, Oliveira AM (2019), em seu estudo com o
extrato do P. gounellei ndo evidenciou alteracdo no consumo da mesma.

A avaliacdo da massa corporea do animal € um importante indicador para caracterizagao da
toxicidade de uma substancia. O ganho de peso pode ser afetado pela dificuldade de digestdo dos
alimentos e absorgao dos nutrientes, sendo um indicio de possiveis efeitos toxicos (SANTANA LR, et
al., 2014). Alguns estudos correlacionam o efeito do estresse sobre o peso corporal e ingestdo de
alimento, sendo verificada perda de peso mais elevada em animais expostos a mais estresse. Apesar
de nao haver redugédo no consumo de ragao, os animais do grupo do iogurte apresentaram um ganho
de peso menor comparado ao seu controle e aos demais grupos. Contudo, os resultados estdo de
acordo com o preconizado para avaliagdo de peso corpéreo, da OECD, (2001a), de n&o ultrapassar a
variagao de 20% do peso médio inicial.

Dentre os parémetros bioquimicos, destaca- se o aumento da ALT, no grupo da geleia do P.
gounellei. O figado € um dos 6rgaos mais importantes do corpo, sendo responsavel pela produgéo e
metabolismo de varias substancias. Lesbes nos hepatécitos sdo detectadas através da mensuragao
das transaminases (ALT e AST), enzimas liberadas apdés rompimento destas células, e consideradas
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importantes marcadores para avaliagdo de dano hepatico ( ROY S, et al, 2015).

A avaliagao da fungdo hepatica é feita através da mensuracdo de metabdlitos que sdo produzidos
ou excretados pelo 6rgao, como a bilirrubina e albumina. A bilirrubina é o principal componente dos
pigmentos biliares e o seu aumento pode ocorrer por lesdao dos hepatdcitos ou bloqueio ao fluxo biliar
(colestase). Ja a albumina é a principal proteina circulante, sendo o figado, o Unico responsavel pela
sua produgao. Na hepatotoxicidade pode ocorrer lesao hepatica em todas as zonas da glandula, com
balonismo hepatocelular e degeneragdo de hepatécitos, corpos apoptoticos, pequenos focos de
necrose e inflamacéao portal minima (GOMES BTL, et al., 2019). Contudo, nao foi observada alteragéao
nos exames de fungao hepatica, e nem alteragéo histopatoldgica neste 6rgéo. O que nos leva a pensar
na possibilidade de leve hepatotoxicidade pela geleia, podendo, inclusive, este efeito ser atribuido a
alta dose administrada da mesma, devendo, portanto, seguir com os estudos de toxicidade subcrdnica
para confirmar este achado.

Estudos com extrato etandlico do P. gounellei ndo evidenciaram aumento de transaminases € nem
alteragdes anatomopatoldgicas no figado dos animais submetidos ao estudo de toxicidade aguda
(OLIVEIRA AM, 2019 e DIAS GEN, 2015).

Ureia e creatinina geralmente se apresentam alteradas quando hé insuficiéncia renal. Os rins s&o
orgaos de extrema importancia para avaliagdo de toxicidade, pois, quando ocorre a faléncia dos
mesmos, a substancia permanece mais tempo no organismo, devido a diminui¢cdo de sua eliminagéo,
podendo causar danos decorrentes do aumento do seu volume sérico. A Unica alteragao encontrada
em relagéo a fungao renal foi a diminuigdo da ureia no grupo do suco do P. gounellei, o que poderia
caracterizar uma possivel prote¢ao renal. Dias GEN (2015) em seu estudo com o extrato do P. gounellei
identificou um discreto aumento da ureia e diminui¢gdo da creatinina. Enquanto que Oliveira LJ (2011)
nao identificou modificagbes nestes paradmetros.

A analise dos parametros hematologicos € de relevante importancia para avaliagao dos riscos de
determinadas substancias quando administrada em seres humanos, pois o sistema hematoldgico € um
alvo bastante susceptivel ao ataque de substéncias téxicas (LIMA FEG et al., 2018).

Hemacias sdo unidades morfolégicas da série vermelha sanguinea, cuja fungdo é transportar
0 OXigénio aos tecidos e recolher o gas carbdnico. VCM, HCM e RDW s&o indices hematimétricos
utilizados para avaliar estas células. RDW mensura a variagao de tamanho entre as hemacias, dessa
forma, quando esta elevado, significa que as mesmas possuem diferentes tamanhos. O aumento do
VCM indica que as hemacias estdo maiores que o habitual, pois ele avalia o tamanho médio dos
glébulos vermelhos (DIAS GEN, 2015).

No grupo da geleia do P. gounellei ocorreu um aumento estatisticamente significativo no RDW e
VCM. Contudo, estas alteragbes ainda se encontram préximas aos valores de referéncia e ndo houve
modificacdo dos demais parametros indicativos de anemia (hemacias, hemoglobina e hematdcrito).
Conclui-se, assim, que os glébulos vermelhos apresentam alteragao em seu tamanho, com predominio
de macrécitos (hemacias maiores que as habituais), porém, em nimero ainda normais. Geralmente,
em humanos, os macrocitos séo vistos em deficiéncia de vitaminas como acido félico e vitamina B12,
sugerindo-se, assim, avaliacdes desses parametros para melhor investigagédo deste achado (LIMA FEG
et al., 2018). Como exemplo, tem-se o metotrexato, medicamento utilizado em doengas autoimunes e
neoplasias, que tem como efeito inibir o folato, causando entre outras alteragées macrocitose e anemia
macrocitica.

Um estudo feito por Oliveira LJ (2011), avaliou os parametros hematolégicos em um bioensaio com
P. gounellei e ndo encontrou nenhuma alteragéo.

No grupo do iogurte com geleia do P. gounellei foi observado aumento do RDW e diminuigdo do
hematécrito. O hematdcrito avalia a porcentagem de volume ocupada pelas hemacias no total de
sangue. Ele diminui na anemia, devido a redug¢ao na produgéo ou aumento da destruicdo de hemacias,
e quando ha hemorragia. Porém, esta alteragdo nao foi acompanhada por queda de hemoglobina e
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nem diminuigdo do nimero de hemacias, o que a principio seria contraditério (LIMA FEG et al., 2018).
Constata-se, que, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar estes achados.

A linfopenia caracteriza-se pela diminuicao dos linfocitos, um dos subtipos de leucdcitos, células
responsaveis pela defesa do nosso organismo. Essa alteragéo foi observada no grupo que recebeu o
iogurte da geleia do P. gounellei, podendo ser relacionada a diversas causas, dentre elas o estresse
ou a alta dose administrada da substancia. Estudos prévios ndo mostraram alteragdes dos globulos
brancos na avaliagdo dos parametros hematolégicos (OLIVEIRA LJ, 2011 e DIAS GE, 2015).

Estas variacdes apesar de serem estatisticamente significativas ndo possuem relevancia clinica, pois
os valores estao proximos aos de referéncia, podendo tais diferencas serem explicadas pela
variabilidade biolégica entre os ratos (CASTELLO BRANCO AC, et al., 2011).

O calcio e fésforo estdo presentes no esqueleto humano, e tém em comum, o metabolismo
associado a vitamina D e paratorménio. Por meio destes e com auxilio do rim, intestino e esqueleto,
processa-se a homeostase destes ions. (SILVA ICG, et al., 2021).

O magnésio é o segundo cation intracelular mais abundante, tendo participagdo na maioria dos
processos metabdlicos (BEZERRIL FF, et al., 2021). Sua concentragdo sérica é resultado de um
balango na ingestdo/absorgéao, biodistribuicdo e excre¢do. Hipermagnesemia é encontrada em casos
de insuficiéncia renal e no uso de laxativos contendo magnésio. Ja4 a hipomagnesemia tem em suas
causas doencgas do trato gastrintestinal, como sindromes disabsortivas e pés-ressecc¢des de intestino
delgado, podendo também ser induzida por alimentagéo enteral prolongada sem suplementacdo de
magnésio e pelo uso excessivo de laxativos.

No grupo do suco do P. gounellei, houve um aumento dos niveis de magnésio e no grupo do iogurte do P.
gounellei ocorreu uma diminui¢do destes niveis em relagdo ao controle. Importante avaliar que apesar destas
alteragdes, os valores do magnésio permaneceram ainda dentro da normalidade. Isto pode ter ocorrido pelas
propriedades do iogurte em modificar a microbiota intestinal, alterando o processo de digestdo e absorgdo de
nutrientes (CARVALHO POAA, et al.,, 2021). Neste Gltimo grupo, além da hipomagnesemia ocorreu também
uma hipofosfatemia, o que ajuda a corroborar nossa hipotese. Existem alguns mecanismos para a ocorréncia
da hipofosfatemia, que s&o: redistribuicdo do fésforo do meio extracelular para o meio
intracelular, diminuigdo da absorgao intestinal e aumento da excregao urinaria.

Importante observar que os trés minerais, acima mencionados, dependem da absorgéo intestinal
para manter os seus valores de normalidades. Como foi visto anteriormente, estudos com o cladddio
do P.gounellei mostraram a presenca de fibras consideradas prebidticas, que servem como alimento
para as bactérias intestinais, resultando em possiveis alteragbes na absorcdo destes minerais
(BEZERRIL FF, et al., 2017; RIBEIRO TS, et al., 2020).

O cloro é essencial no equilibrio hidrico e do soédio, e na regulagdo da pressdo osmética. A
hipercloremia é caracterizada por um excesso de cloreto, causada por desidratagdo grave, faléncia
renal e hemodialise. No grupo do suco do P.gounellei foi evidenciado aumento do cloro em relagdo ao
seu controle, porém, os valores ainda permaneceram dentro da normalidade para esta espécie (SILVA
ICG, et al., 2021).

Apesar de nenhum 6rgéo ter apresentado alteragbes macroscopicas apds a autopsia dos animais,
todos foram enviados para exame histopatolégico. Nenhum deles apresentou alteragdes em sua
microscopia, portanto n&o foi evidenciado nenhum tipo de inflamacgéo, seja ela aguda ou cronica,
fibrose, esteatose ou necrose.

CONCLUSAO

Conclui-se, assim, que o suco e o iogurte da geleia do P. gounellei possuem baixa toxicidade. Em
relacdo a geleia do P. gounellei, pode-se inferir que mais estudos sdo necessarios para descartar
hepatotoxicidade, ja que a mesma ocasionou elevacgéo discreta de ALT, o que pode ter sido relacionada
a alta dose administrada. Como limitagao ao estudo ressalta-se a curta duragdo do mesmo, devendo-
se levar em consideracdo, que para afirmar a seguranga do uso das substancias em estudo, faz-se
necessario a realizagcao de ensaios cronicos, com o intuito de avaliar o seu efeito alongo prazo e melhor
caracterizar possiveis efeitos toxicos. A importancia desse projeto de pesquisa advém da necessidade
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de se encontrar novos agentes nutritivos, farmacologicamente ativos e seguros, etapa fundamental na
cadeia de produgdo de medicamento, e relevante para prosseguir com os estudos clinicos em
humanos, contribuindo assim com sua utilizagdo como forma de prevencgao e cuidado com a saude.
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Universidade Comissdo de Etica no

Federal da Uso de Animais zﬁf

N Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA TOXICIDADE NAO-CLINICA
DO IOGURTE DA POLPA DE Pilosocereus gounellei EM ROEDORES", protocolada sob o
CEUA n° 1275210718 apoooss7), sob a responsabilidade de Margareth de Fatima Formiga Melo
Diniz e equipe; Wilma Ribeiro Coutinho de Almeida Guedes Pires - que envolve a produgao,
manuten¢ao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 06/09/2018.

We certify that the proposal "EVALUATION OF NON-CLINICAL TOXICITY OF
Pilosocereus gounellei PULP YOGHURT IN RODENTS", utilizing 170 Heterogenics rats
(males and females), protocol number CEUA 1275210718 ap 000357, under the responsibility of
Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz and team; Wilma Ribeiro Coutinho de Almeida
Guedes Pires - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 09/06/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 10/2018 a 06/2019Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem:Unidade de Produ¢do Animal [PeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo:Machos e Fémeas idade: 8al2
semanas N: 170

Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 180a220¢g
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Local do experimento: Laboratdrio de Ensaios Toxicolégicos (LABETOX) - [IPeFarM - UFPB

Biotério professor Thomas George - IpeFarM - UFPB
Jodo Pessoa, 08 de junho de 2021

Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Prof. Dr. Ivia Carmem Talieri

Golzio
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso
Animais de Animais

Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Joao Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Horario de atendimento: 2* a 6* das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 1275210718




UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
DESENVOLVIMENTO E INOVACAO TECNOLOGICA EM
MEDICAMENTOS (UFRN/UFPB/UFRPE/UFC)

RELATORIO FINAL DO ORIENTADOR
DOUTORADO

Eu, Prof.2 Dr.2 Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz, orientadora do trabalho final
do aluno Wilma Ribeiro Coutinho de Almeida Guedes Pires, matricula n® 20171013040, do
curso de Doutorado do Programa de Pés-Graduacdo em Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica
em Medicamentos, area de concentracdo em Inovacdo Tecnoldgica em Medicamentos, da
Universidade Federal da Paraiba, apés exame da vida académica do mencionada aluno, tenho a
relatar:

A integralizacdo do curso foi feita em 55 meses, portanto no prazo de prorrogacao
estabelecido pela Legislacdo vigente da UFPB.

Quanto ao desempenho académico, constata-se que a doutoranda cursou 39 créditos da
estrutura curricular a que esta submetido e foi aprovado no exame de verificacdo da capacidade de
leitura em Inglés e Espanhol respectivamente no periodo de 2018.2 e 2020.1. J& na apresentacdo do
trabalho, intitulada “Avaliacdo da toxicidade ndo clinica do suco, da geléia e do iogurte da
geléia do Pilosocereus gounellei”, realizada no dia 21 de setembro de 2021, na sala virtual, a
doutoranda obteve conceito APROVADO, tendo a banca examinadora sido formada pelos
especialistas:

Prof.2 Dr .2 Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz (presidente)
Prof.2 Dr.2 Hilzeth de Luna Freire Pessda (Examinadora Interna)
Prof. Dr. Reinaldo Ndbrega de Almeida (Examinador Interno)
Prof. Dr. Josué do Amaral Ramalho (Examinador Externo)

Prof. Dr.2 Tarciana Vieira da Costa (Examinadora Externa)

Diante do exposto, considerando que Wilma Ribeiro Coutinho de Almeida Guedes Pires,
dentro do prazo regimental, satisfez todas as exigéncias do Regimento Geral da UFPB, do
Regimento Geral dos Cursos e programas de P0Os-Graduacdo Stricto Sensu da UFPB e do
regulamento do Curso/Programa, estda apto a obter o grau de DOUTOR em
DESENVOLVIMENTO E INOVACAO TECNOLOGICA EM MEDICAMENTOS, é&rea de
concentragéo: Inovagdo Tecnologica em Medicamentos, a ser conferido pela Universidade Federal
da Paraiba.

Jodo Pessoa, 21 de setembro de 2021.

M- e of N
Orientador do Trabalho Final

Centro de Ciéncias da Saude, Cidade Universitaria
Campus 1
Castelo Branco
http://www.ufpb.br/pos/ditm
e-mail: ditmufpb@gmail.com




