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Avaliação da segurança do extrato aquoso obtido da casca de Plinia 

cauliflora (Mart.) Kausel: Da toxicidade aguda a disrupção endócrina. 

 

RESUMO 

Popularmente conhecida como “jaboticaba” ou “jabuticaba”, a Plinia cauliflora (Mart.) Kausel 

(Myrtaceae) e uma fruta apreciada tanto no consumo in natura quanto na produção de geleias, 

sucos e licores. Seu uso tradicional mais difundido envolve o tratamento da diarreia, que 

aproveita todas as partes da planta, inclusive as cascas das frutas. O estudo objetivou elucidar 

os possíveis riscos da administração de uma fração solúvel em etanol obtida a partir da infusão 

de cascas de frutas de P. cauliflora (SEIPC). Para isso, realizou-se uma série de experimentos 

para avaliar a possível toxicidade do SEIPC, nos quais o mesmo foi administrado por via oral, 

aguda e repetidamente por 28 dias. Também avaliamos os possíveis efeitos desreguladores 

endócrinos e genotóxicos em células eucarióticas através dos ensaios de cometa e micronúcleo. 

O SEIPC foi produzido e caracterizado quimicamente por LC-DAD-MS. A toxicidade aguda e 

as alterações comportamentais e fisiológicas foram avaliadas no teste de Irwin modificado. 

Após 28 dias de tratamento oral, foram avaliados parâmetros como frequência respiratória, 

gasometria arterial, eletrocardiografia, frequências respiratória e cardíaca, pressão arterial, 

análises hematológicas, bioquímicas e histopatológicas. O ensaio de cometa, o teste do 

micronúcleo, o teste uterotrófico, o bioensaio de Hershberger e o teste AMES foram realizados 

usando protocolos apropriados. Do sobrenadante etanólico do infuso de Plinia cauliflora foram 

identificados por LC-DAD-MS ácidos fenólicos, como ácido gálico e ácido elágico e derivados, 

flavonóis e antocianidinas, bem como ácido cítrico. Após os tratamentos agudo e prolongado, 

o presente estudo constatou que o SEIPC não causou alterações significativas em vários 

sistemas corporais, incluindo atividade elétrica cardíaca, temperatura corporal, frequência 

respiratória e pressão arterial. Ademais, não foram observadas alterações dos parâmetros 

bioquímicos, hematológicos ou gasométricos. Foi possível constatar ainda que o SEIPC não 

causou quaisquer perturbações do sistema endócrino ou efeitos mutagênicos, citotóxicos ou 

genotóxicos. Esses achados comprovam o uso seguro de P. cauliflora. 

 

Palavras-chave: Myrtacea. Jaboticaba. Toxicidade. Fitoterapia 

  



 

 

Safety evaluation of the aqueous extract obtained from the peels of Plinia 

cauliflora (Mart.) Kausel: From acute toxicity to endocrine disruption.  

 

ABSTRACT 

Popularly known as “jaboticaba” or “jabuticaba”, a Plinia cauliflora (Mart.) Kausel 

(Myrtaceae) and a fruit appreciated both for fresh consumption and for the production of jellies, 

juices and liqueurs. Its most widespread traditional use involves the treatment of diarrhea, 

which takes advantage of all parts of the plant, including the fruit peels. The study aimed to 

elucidate the possible risks of administering an ethanol-soluble fraction obtained from the 

infusion of P. cauliflora fruit peels (SEIPC). For this, a series of experiments were carried out 

to evaluate a possible toxicity of SEIPC, in which it was administered orally, acutely and 

repeatedly for 28 days. Also evaluated the possible endocrine disrupting and genotoxic effects 

on eukaryotic cells through comet and micronucleus assays. SEIPC was produced and 

chemically prepared by LC-DAD-MS. Acute toxicity and how behavioral and physiological 

changes were evaluated in the modified Irwin test. After 28 days of oral treatment, parameters 

such as respiratory rate, arterial blood gases, electrocardiography, respiratory and heart rates, 

blood pressure, hematological, biochemical and histopathological analyses were obtained. The 

comet assay, the micronucleus test, the uterotrophic test, the Hershberger bioassay, and the 

AMES test were performed using external links. Phenolic acids such as gallic acid and ellagic 

acid and derivatives, flavonols and anthocyanidins, as well as citric acid were identified from 

the ethanolic supernatant of the infusion of Plinia cauliflora by LC-DAD-MS. After both acute 

and prolonged treatments, the present study found that SEIPC did not cause significant changes 

in several body systems, including electrical activity, body temperature, respiratory rate and 

blood pressure. Furthermore, no changes in biochemical, hematological or blood gas 

parameters were observed. It was also possible to verify that SEIPC did not cause any 

disturbances in the endocrine system or mutagenic, cytotoxic or genotoxic effects. These 

findings support the safe use of P. cauliflora. 

 

Keywords: Myrtacea. Jaboticaba. Toxicity. Phytotherapy 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Estudos de segurança são essenciais para o desenvolvimento de novos medicamentos 

(TORNATORE et al., 2019). Este tipo de estudo tem por objetivo investigar os potenciais 

efeitos indesejáveis de novas drogas utilizando doses presentes na janela terapêutica e acima da 

mesma (BASS; KINTER; WILLIAMS, 2004). Um dos motivos que levam a estudos de 

segurança farmacológica são os graves efeitos adversos que podem ser observados após a 

administração, principalmente nos sistemas nervoso central, respiratório e cardiovascular 

(BRIGGS et al., 2015; HAMDAM et al., 2013). 

A padronização de protocolos de estudo da segurança farmacológica trouxe normativas 

importantes no que diz respeito à condução dos experimentos para esse fim. Afinal, todos os 

ensaios realizados são baseados em documentos publicados que regem as minúcias da 

metodologia científica envolvida no processo. Vale salientar que, embora existam protocolos 

bem definidos para a avaliação de segurança farmacológica e toxicidade, essas publicações 

ainda não resolveram todos os desafios apresentados frente ao estudo de novas drogas, 

especialmente no que diz respeito à detecção de riscos de efeitos adversos raros e letais. Um 

dos maiores desafios é o de como conduzir ensaios que detectem precocemente, com precisão 

e exatidão, efeitos adversos. Este é um problema específico para efeitos adversos raros mas 

potencialmente letais. (PUGSLEY; AUTHIER; CURTIS, 2008). 

Da mesma forma que os os medicamentos alopáticos, os fitoterápicos precisam ter 

comprovação de sua segurança, eficácia e qualidade antes de serem colocados à venda para a 

população em geral. (CARVALHO et al., 2008). À medida que o uso global de produtos 

fitoterápicos continua a crescer e mais produtos são introduzidos no mercado, as questões de 

saúde pública e as preocupações em torno de sua segurança também são cada vez mais 

reconhecidas. Embora alguns medicamentos fitoterápicos tenham potencial promissor e sejam 

amplamente utilizados, muitos deles permanecem não testados e seu uso também não 

monitorado. Isso torna o conhecimento de seus potenciais efeitos adversos muito limitado e a 

identificação das terapias mais seguras e eficazes, bem como a promoção de seu uso racional, 

mais difícil (EKOR, 2014). 

Semelhante a outras populações mundiais, a população brasileira utiliza diferentes 

espécies vegetais como importantes fontes de alimentos e medicamentos. Apesar do amplo uso 

desses agentes, os estudos de segurança relativos aos fitocomplexos são relativamente restritos 

e limitados principalmente a compostos com amplo uso industrial. Um exemplo de uma espécie 

vegetal utilizada no Brasil, é Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (Myrtaceae). Esta espécie é 
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endêmica na América do Sul e seus frutos são encontrados nos mais diversos biomas brasileiros, 

como Cerrado, Caatinga, Mata Atlântica, Floresta Amazônica e Pampa (BORGES; 

CONCEIÇÃO; SILVEIRA, 2014). 

Conhecida popularmente como “jabuticaba”, a fruta é consumida in natura ou utilizada 

para a produção de licor, vinagre, vinho, suco e geleia (INADA et al., 2015a). Vários compostos 

fenólicos, incluindo flavonoides e antocianinas, estão presentes na casca da fruta de P. 

cauliflora que exercem inúmeros efeitos biológicos (PEREIRA et al., 2017). Diversos estudos 

têm sido realizados utilizando diferentes extratos obtidos de cascas de frutas desta espécie, 

destacando seu efeito antioxidante (DE SOUZA et al., 2017), vasorrelaxante e hipotensor 

(LOBO DE ANDRADE et al., 2015), antiobesidade (MOURA et al., 2018), antiinflamatório 

(HSU et al., 2016), hipolipemiante (ARAÚJO et al., 2014) e antidiarreico (SOUZA-MOREIRA 

et al., 2011). 

Apesar do uso difundido de casca de fruta de P. cauliflora na produção de diferentes 

materiais bioativos, existem poucos dados disponíveis na literatura sobre a segurança desta 

preparação.  

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ensaios de toxicidade e segurança 

Nos Estados Unidos estima-se que 50 a 60% dos adultos ingerem suplementos 

fitoterápicos ou dietéticos regularmente. Um estudo relatou que pelo menos 23.000 visitas ao 

departamento de emergência nos Estados Unidos a cada ano são atribuídas a eventos adversos 

ocorridos com suplementos dietéticos, herbais ou substâncias homeopáticas. O relatório anual 

de 2019 da American Association of Poison Control Centers (AAPCC) documentou 69.618 

eventos relacionados a suplementos dietéticos, herbais ou substâncias homeopáticas. A AAPCC 

também relatou que a exposição aos suplementos acima relatados está aumentando na última 

década, com uma média de 95 exposições por ano (GELLER et al., 2015). 

A maioria das exposições relatadas ao Sistema Nacional de Dados sobre 

Envenenamento (National Poison Data System – NPDS, Estados Unidos) são em crianças com 

idade inferior a 5 anos. Em 2019, foram relatadas 48.537 exposições ocorridas com crianças 

nessa faixa etária. Das 7.053 exposições tratadas em unidades de saúde, 51 foram relatados 

como tendo efeitos adversos importantes e 2 mortes foram observadas (GUMMIN et al., 2020). 
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No Brasil, o número de intoxicações ocasionados por plantas em 2012 foi de 1.026 

casos. Este número correspondente a 1,2% dos casos de intoxicação ocorrida em humanos. As 

espécies vegetais ocuparam o 13° lugar, em número de casos de intoxicação apresentando 1.185 

casos registrados (CAMPOS et al., 2016). 

Produtos naturais podem produzir vários efeitos e podem afetar vários sistemas 

orgânicos, incluindo os sistemas nervoso, cardiovascular, gastrointestinal, hepático, renal e 

hematológico. 

Um estudo, publicado em 2014, que investigou as intoxicações em humanos por 

alcaloides reportou que estas exposições ocorrem como ingestões não intencionais ou ingestões 

intencionais. Como ingestões não intencionais, o artigo apresenta contaminação e/ou rotulagem 

incorreta com treze notificações e identificação errada: onze notificações. Já as ingestões 

intencionais, foram nove notificações de overdose (ADAMSE et al., 2014). 

Outro ponto que merece ser comentado é a contaminação dos alimentos que ocorre 

quando plantas tóxicas são acidentalmente misturadas com plantas comestíveis durante a 

colheita ou processamento. Por outro lado as ingestões intencionais podem ser o resultado do 

consumo para fins recreativos (efeitos alucinógenos) ou para propriedades médicas ou 

homicídios e suicídios. Um exemplo de exposição internacional, mas indesejada, foi o incidente 

ocorrido na Holanda em 2013, onde a ingestão de chá de ervas contendo raiz de Althaea 

officinalis estavam contaminadas por Atropa belladonna, o que levou quatro pessoas a serem 

internadas(OERLEMANS; DE VRIES; VAN RIEL, 2017). 

Os protocolos experimentais que estudam a segurança e toxicidade de futuros fármacos, 

são definidos como os estudos que investigam os potenciais efeitos farmacodinâmicos 

indesejáveis de uma substância nas funções fisiológicas em relação à exposição. 

Consequentemente, esses estudos são parte integrante da avaliação pré-clínica de novas 

substâncias. Os testes realizados antes da primeira administração de novos medicamentos em 

pacientes humanos devem ser constituídos de uma ampla bateria de testes toxicológicos, bem 

como quaisquer estudos complementares que os justifiquem (CLAUDE; CLAUDE, 2004). 

Outro acontecido que ratifica a importância dos protocolos de segurança, foi o ocorrido 

com a terfenadina nos Estados Unidos, onde em meados de 1990 o anti-histamínico foi retirado 

das prateleiras das farmácias após crescente discussão e conscientização de que o fármaco 

poderia evocar, mesmo em pacientes saudáveis, uma síndrome cardíaca potencialmente fatal. 

Conhecida como torsades de pointes (TdP), esta síndrome é caracterizada por distúrbios da 

atividade elétrica cardíaca, também denominada de síndrome do QT longo (JUNE; NASR, 

1997; MONAHAN et al., 1990). 
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Antes disso, a percepção geral era de que apenas os compostos utilizados para efeitos 

cardíacos/cardiovasculares eram considerados como potenciais possuidores de tal efeito. O 

problema era que a terfenadina, um fármaco não cardiovascular, tinha pequena probabilidade 

de desencadear a TdP, tornando-a um evento tão raro que exigia vários milhões de prescrições 

antes que sua administração se tornasse suspeita. A outra consideração importante é que a 

indicação para a qual a terfenadina foi prescrita, está longe de representar uma ameaça à vida. 

Portanto, é melhor ficar com o nariz congestionado a correr o risco de desenvolver uma 

síndrome do QT longo (ROSEN, 1996). 

 

2.2 Toxicidade aguda e teste de Irwin modificado 

A toxicidade aguda compreende os efeitos adversos de uma substância que resultam de 

uma única exposição ou de múltiplas exposições em um curto período de tempo (geralmente 

menos de 24 horas). Os testes de toxicidade aguda em animais usam a mortalidade como o 

principal ponto final de observação a fim de determina a DL50 (WALUM, 1998). 

O Teste de Irwin é usado para avaliar os efeitos qualitativos do composto teste sobre o 

comportamento e a função fisiológica, desde a primeira dose que tem efeitos observáveis, até 

doses que induzem a toxicidade comportamental evidente ou a morte. Esse teste também 

fornece uma estimativa inicial da duração da ação da substância em diferentes momentos do 

experimento. Como essas medidas envolvem avaliação subjetiva de diferentes aspectos do 

comportamento animal, para garantir a reprodutibilidade, o teste é realizado de maneira 

altamente padronizada por observadores experientes e sempre com um grupo controle como 

parâmetro de comparação. Modificações comportamentais, sinais de neurotoxicidade, 

temperatura retal e diâmetro da pupila são registrados. Outros sinais específicos a serem 

observados incluem morte, convulsões, tremor, sedação, excitação, deambulação, 

incoordenação motora, tônus muscular alterado, catalepsia, perda de tração, perda de equilíbrio, 

piloereção, comportamentos estereotípicos, frequência respiratória, agressão, medo, reatividade 

alterada ao toque, ptose, exoftalmia, perda do reflexo de endireitamento, perda do reflexo 

corneal, analgesia, defecação/diarreia, dentre outros (CASTAGNÉ; HERNIER; PORSOLT, 

2014). Embora padronizado inicialmente por Irwin para camundongos (IRWIN, 1968), o teste 

foi adaptado posteriormente para ratos (ESTEVE; FARRÉ; ROSER, 1988). 

 

 

2.3 Toxicidade após doses repetidas 
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Os estudos de toxicidade após doses repetidas são a espinha dorsal do programa de 

desenvolvimento de medicamentos pré-clínicos em termos de elucidação de efeitos danosos ou 

indesejáveis à órgãos-alvo, estimativa da dose humana e possíveis marcadores prodrômicos que 

podem ser usados para monitorar o início das respostas adversas no homem. Eles também 

definem a relação dose-resposta para quaisquer toxicidades observadas e a dose na qual elas 

aparecem (KILLE, 2013) 

Diversos são os parâmetros que podem ser analisados nos protocolos de toxicidade após 

doses repetidas. Independente da aplicação final dos compostos testados, todos os novos 

candidatos a agentes terapêuticos devem se mostrar seguros, ou seja, não causar nenhum efeito 

deletério ao sistema nervoso central (SNC), sistema respiratório (SR) e sistema cardiovascular 

(SCV). Esses três sistemas compreendem o núcleo da segurança farmacológica (FDA, 2020). 

Com relação ao SNC, a atividade motora, mudanças comportamentais e as respostas 

reflexas sensoriais/motoras e a temperatura corporal devem ser avaliadas. Da mesma forma, os 

efeitos da substância sobre o sistema cardiovascular devem ser avaliados de forma adequada. 

Desta forma, a pressão arterial, a frequência cardíaca e o eletrocardiograma também devem ser 

registrados e devidamente avaliados. Além disso, os efeitos da substância frente ao sistema 

respiratório também deve ser investigado. Para isso, a frequência respiratória, o volume 

corrente ou a saturação de oxigênio também devem ser avaliados (FDA, 2001).  

 

2.4 Parâmetros hemodinâmicos 

A avaliação dos efeitos de uma droga no SCV mais especificamente, na pressão arterial 

(PA) é importante na segurança farmacológica. Se por um lado detectar grandes variações na 

pressão arterial é uma tarefa desafiadora, por outro lado, detectar pequenas alterações é um 

grande desafio, e a interpretação dos resultados requer uma avaliação cuidadosa. A detecção de 

mudanças sutis na pressão arterial é importante, em particular no que diz respeito às elevações, 

uma vez que a pressão arterial acima da faixa normal está associada a um risco aumentado de 

acidente vascular cerebral e morte cardíaca súbita. Os protocolos de segurança são necessários 

para fornecer melhor garantia de que o agente terapêutico é seguro e distinto de qualquer evento 

indesejável ou adverso na pressão arterial. A diretriz ICH S7A, documento gerado pelo FDA 

que fornece definição, princípios gerais e recomendações para estudos de farmacologia de 

segurança, foi desenvolvida para incluir a avaliação da hemodinâmica antes dos estudos 

clínicos em humanos. Vale salientar que embora existam normativas para a avaliação dos níveis 

pressóricos, a extensão do conteúdo ainda é pequena em comparação com o conteúdo 

relacionado à eletrofisiologia cardíaca (PUGSLEY; AUTHIER; CURTIS, 2008; FDA, 2020) 
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Por outro lado, a segurança farmacológica cardiovascular também tem se preocupado 

com as mudanças induzidas por fármacos sobre a função elétrica cardíaca (CHAMPEROUX et 

al., 2013; LACROIX; PROVOST, 2000). Desde meados da década de 1990, o foco na 

segurança cardiovascular tem sido as alterações induzidas por substâncias no 

eletrocardiograma, ou seja, como elas se relacionam, principalmente, aos efeitos sobre o 

intervalo QT. Eventos cardíacos e arritmias fatais podem ocorrer quando o intervalo QT é 

prolongado (AL-AKCHAR; SIDDIQUE, 2021). 

 

2.5 Estudos de mutagenicidade e genotoxicidade 

A mutagenicidade refere-se à indução de alterações na quantidade ou estrutura do 

material genético das células ou organismos. Essas mudanças podem envolver um único gene, 

vários genes ou cromossomos. Uma mutação é uma mudança permanente e hereditária no 

material genético, que pode resultar em função proteica alterada e mudanças fenotípicas. A 

mudança genética é conhecida como mutação e o agente causador da mudança como um 

mutagênico (DURLAND; AHMADIAN-MOGHADAM, 2021). 

A mutagênese é a força motriz da evolução; no entanto, também pode causar câncer e 

doenças hereditárias. Os mutagênicos conhecidos de células germinativas também são 

mutagênicos em células somáticas in vivo. Substâncias que são mutagênicas em células 

somáticas podem produzir efeitos hereditários se elas, ou seus metabólitos ativos, tiverem a 

capacidade de interagir com o material genético das células germinativas. Não se espera que as 

substâncias que não induzem mutações em células somáticas in vivo sejam mutagênicos de 

células germinativas (ZHANG; VIJG, 2018). 

Os estudos de genotoxicidade podem ser definidos como testes in vitro e in vivo 

concebidos para identificar substância ou compostos que possam induzir danos ao material 

genético direta ou indiretamente por vários mecanismos. Esses testes devem permitir a 

identificação do perigo com relação ao dano e fixação do DNA (CIMINO, 2006). 

Como parte do processo de avaliação da segurança de uma determinada substância, 

autoridades regulatórias em todo o mundo exigem informações sobre o potencial genotóxico 

dos novos compostos. A genotoxicidade é geralmente avaliada junto com outros pontos finais 

toxicológicos durante a avaliação de segurança (GEORGE, 2011). 

 

2.5.1 Ensaio do cometa 

 O ensaio do cometa in vivo também pode ser chamado de ensaio do cometa 

alcalino, referindo-se ao uso de tampão de eletroforese com pH > 13. Embora, outras versões 
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usando tampões de eletroforese com um pH diferente também podem ser usados (SILVA et al., 

2000). 

Em condições alcalinas, algumas formas de danos ao DNA podem ser expressas por 

fragmentação do DNA nuclear, aumentando a migração do DNA durante a eletroforese. Outras 

formas de dano (crosslinks) agregam o DNA nuclear, diminuindo a migração do mesmo. As 

quebras da fita de DNA pode ser induzidas diretamente por radiação ionizante, produtos 

químicos formadores de radicais livres ou por substâncias que interagem fisicamente com o 

DNA. Os locais suscetíveis a lise alcalina podem ser induzidos por agentes que fazem a 

alquilação do DNA. Alguns produtos químicos se ligam a apenas uma fita de DNA, enquanto 

outros podem se ligar de forma covalente a ambas as fitas de DNA, formando ligações cruzadas, 

os chamados crosslinks (PFUHLER; WOLF, 1996). 

Ao contrário dos outros ensaios, o ensaio do cometa mede o dano genético transitório 

que não é uma mudança fixa no DNA. As quebras de DNA podem ser reparadas, daí a 

necessidade de intervalos de tempo muito curtos entre o final do tratamento e a avaliação do 

dano. O ensaio do cometa pode ser conduzido in vitro usando células únicas de linhagens 

celulares específicas para esse fim, ou ex vivo (KRISHNA et al., 2019). 

No nível molecular, a formação de cometas no DNA após o desafio genotóxico pode 

ser visualizada através do método de eletroforese em gel e indica quebras de fita de DNA. Isso 

acontece devido o DNA danificado migrar durante a eletroforese a uma taxa diferente do DNA 

não danificado. No ensaio do cometa, quando uma suspensão de células contendo DNA 

danificado é incorporada em agarose de baixo ponto de fusão e submetida à eletroforese, o 

DNA danificado migra para longe do corpo nucleoide contendo DNA não danificado, 

parecendo a estrutura de um cometa, daí o nome do ensaio. Na estrutura do cometa, a parte 

nucleoide do DNA não danificado é referida como a "cabeça" e a faixa de DNA danificada é 

referida como a "cauda" (KUMARAVEL et al., 2009). 

A porcentagem de fragmentos de DNA na cauda é diretamente proporcional à 

porcentagem de danos ao DNA que ocorreram em uma determinada célula. Assim, ao contar 

uma amostra representativa de células, é possível chegar à porcentagem média de dano ao DNA 

acumulado em um determinado tecido (AZQUETA; COLLINS, 2013). 

 

 

2.5.2 Teste do micronúcleo  

O teste do micronúcleo (MN) é um teste usado na triagem toxicológica de compostos 

genotóxicos potenciais. O ensaio é reconhecido como um dos ensaios mais bem sucedidos e 
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confiáveis para carcinógenos genotóxicos. Este teste é baseado na formação de MN em células 

do organismo tratado com a droga teste (HAYASHI, 2016; LUZHNA; KATHIRIA; 

KOVALCHUK, 2013). 

Os MN são formados durante a anáfase de fragmentos cromossômicos ou cromossomos 

inteiros que são deixados para trás quando o núcleo se divide. Com o tempo, o ensaio evoluiu 

para a inclusão de um pré-tratamento com uma droga controle. Isso permite uma pontuação 

mais precisa e a capacidade de filtrar as células em divisão das que não se dividem, reduzindo 

assim a incidência de falsos positivos (HAYASHI, 2016). 

O aumento da incidência de formação de MN`s serve como um biomarcador para danos 

genotóxicos. Nos eritrócitos, os MN`s foram identificados há mais de 100 anos, como os corpos 

de Howell-Jolly. A primeira sugestão do uso da frequência do aparecimento destas inclusões 

eritrocitárias como uma medida quantitativa de dano cromossômico foi apresentada há mais de 

seis décadas (EVANS; NEARY; WILLIAMSON, 1959). 

Micronúcleos em amostras de sangue periférico humano têm sido usados para 

acompanhar a terapêutica com agentes quimioterápicos. Um MN é um fragmento de 

cromossomo quebrado ou raramente um cromossomo inteiro que permanece fora do núcleo 

após a divisão celular. Um MN pode ser formado após dano direto ao DNA (mecanismo 

clastogênico) ou após interação secundária com o aparelho de replicação do DNA (mecanismo 

aneugênico indireto). Durante o estágio de divisão celular denominado anáfase, os fragmentos 

de DNA acêntricos formados devido a danos no DNA, podem não ser incorporados ao núcleo. 

Assim, os fragmentos cromossômicos resultam na formação de MN após os estágios de 

telófase. A formação de MN pode ser medida tanto in vitro como in vivo (CARDINALE; 

BRUZZI; BOLOGNESI, 2012). 

O ensaio in vitro é normalmente realizado com e sem ativação metabólica exógena. Para 

o ensaio de in vivo, a medula óssea ou amostras de sangue periférico de roedores tratados com 

doses múltiplas de composto teste, veículo e controle positivo apropriado são analisadas para a 

formação de MN (HAYASHI, 2016). 

Como apresentado anteriormente, a formação de MN pode ser devido a um evento de 

dano ao DNA clastogênico e/ou aneugênico. No entanto, os MN formados por clastogênese 

carecem de centrômeros, enquanto os micronúcleos resultantes da perda de uma cromátide ou 

cromossomo inteiro, ou seja, oriundos de evento aneugênico, contêm um centrômero. Assim, 

por meio da coloração de centrômero usando vários métodos, como hibridização fluorescente 

in situ (FISH) ou outros métodos de imunofluorescência, pode-se determinar não só a presença 
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destas inclusões nos eritrócitos mas também se os micronúcleos são resultado de eventos 

clastogênicos ou aneugênicos (NADERI, 2020). 

Ainda se discute se o tamanho do MN também pode servir como um indicador de um 

evento aneugênico ou clastogênico. Isso acontece porque o tamanho do MN formado devido a 

eventos aneugênicos é geralmente maior do que aquele resultante de um evento clastogênico 

(HASHIMOTO et al., 2010). De qualquer forma, as tecnologias de detecção de MN, tornam 

essa técnica apropriada para medir danos genotóxicos. 

 

2.6 Ensaio de mutação bacteriana reversa - Teste de Ames 

O teste de Ames é um ensaio que foi nomeado para homenagear Bruce Ames, que 

primeiro identificou e relatou a utilidade deste ensaio na detecção de mutações em 1974 

(AMES, 1974). 

Ames criou uma série de cepas geneticamente modificadas de Salmonella typhimurium, 

com mutações no gene da histidina, de tal forma que essas cepas requerem histidina para o seu 

crescimento. No ensaio de Ames, as bactérias auxotróficas (auxotrofia é a incapacidade de um 

organismo de sintetizar um composto orgânico específico necessário para seu crescimento) que 

requerem o aminoácido histidina para crescimento, são tratadas com os compostos teste em 

uma placa de ágar sem histidina. Portanto, apenas as bactérias que voltaram ao locus gênico 

são capazes de crescer e formar colônias (FÖLLMANN et al., 2013). 

O aumento do número de colônias revertentes (aquelas que voltaram ao locus gênico) 

em placas tratadas com a substância em estudo, em comparação com placas não tratadas ou de 

controle, é uma indicação do potencial mutagênico do produto em estudo. O ensaio de Ames é 

um dos ensaios mais comumente usados para prever o potencial mutagênico de um composto 

teste, e é amplamente utilizado porque, historicamente, os produtos químicos que se mostraram 

positivos no ensaio de Ames também se mostraram positivos quando testados em roedores para 

medir o potencial carcinogênico (KIRKLAND et al., 2005). 

O ensaio de Ames é realizado usando cepas bacterianas de S. typhimurium que detectam 

substituição de pares de bases e mutações chamadas frameshift (tipo de mutação que ocorre 

quando há adição ou remoção de bases de DNA e a estrutura de leitura de um gene se altera) 

em pares de bases G e C (guanina e citosina). Essas cepas são geneticamente manipuladas para 

aumentar sua sensibilidade para detectar a frequência de mutação (BEEDANAGARI et al., 

2014) 

As bactérias, como várias outras linhagens de células de roedores ou humanos, podem 

ter ou têm o potencial de ativação metabólica limitado, dito isto, o ensaio de Ames é quase 
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sempre realizado com e sem ativação metabólica exógena, geralmente na presença de fração 

S9 (homogenato de fígado de ratos), com a finalidade de simular o efeito de primeira passagem 

metabólica (KISHINO et al., 2019). 

 

2.7 Teste de Hershberger 

O teste de Hershberger é um ensaio in vivo de curta duração utilizado para avaliar o 

potencial androgênico ou antiandrogênico de uma substância teste. Este teste se baseia nas 

mudanças de peso de tecidos andrógeno-dependentes em ratos machos púberes ou pré-puberes 

castrados. Os tecidos analisados são as vesículas seminais, músculo levantador do ânus e glande 

do pênis. Um aumento ou diminuição significativos nos pesos dos órgãos indica um resultado 

positivo para ação androgênica e antiandrogênica, respectivamente (OECD, 2009). 

O princípio do teste de Hershberger é calcado na necessidade de testosterona para o 

crescimento e desenvolvimento de órgãos sexuais durante o período da puberdade em machos 

saudáveis não castrados. A castração leva à abrupta regressão e involução dos órgãos sexuais e 

consequentemente a diminuição de seus pesos relativos, que são os parâmetros centrais deste 

ensaio. Quando um andrógeno é administrado (propionato de testosterona), ocorre o retorno às 

condições prévias à castração (DESSÌ-FULGHERI et al., 1983) 

Este ensaio pode ser realizado por dois métodos, o primeiro é o ensaio que impõe a 

castração de animais adultos jovens; já o segundo, utiliza animais recém-desmamados não 

castrados. Ambos protocolos apresentam sensibilidade adequada para a realização dos testes, 

pois os animais estão com mínima produção endógena de andrógenos. Como os níveis de 

andrógenos séricos são baixos, o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal não apresenta capacidade 

de exercer feedback sobre os órgãos alvo específicos (OECD, 2009) 

 

2.8 Teste uterotrófico 

O teste uterotrófico é um protocolo in vivo que avalia a capacidade de uma substância 

teste induzir atividades estrogênicas ou antiestrogênicas em modelos animais (KANNO et al., 

2001). Por definição, as substâncias com potencial de interagir com os sistemas hormonais são 

denominados disruptores endócrinos. Os possíveis mecanismos para esses efeitos incluem a 

ligação ao receptor dos hormônios, inibição enzimática, interferência na esteroidogênese, bem 

como os efeitos sobre o desenvolvimento dos órgãos sexuais reprodutivos (DIAMANTI-

KANDARAKIS et al., 2009). 

O estradiol (17β-estradiol) é um hormônio endógeno que estimula a divisão celular e o 

crescimento de vários tecidos em fêmeas de mamíferos. Em particular, os tecidos do trato 
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reprodutivo (útero, colo do útero e vagina) passam por um ciclo estral de crescimento e 

regressão (STILLWELL, 2016). A duração de todo o ciclo é relativamente curta em ratos e 

camundongos, compreendendo apenas 4 a 5 dias, e é controlado pelo eixo hipotálamo-hipófise-

gonadal (EHHG) (CALIGIONI, 2009; MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). 

O resultado final da modulação da transcrição gênica após a ligação do 17β-estradiol ao 

seu receptor é uma resposta biológica do tecido alvo, como a divisão e o crescimento das células 

uterinas. Os processos mediados pelo receptor (ER) também são suscetíveis à inibição por 

antagonistas. Estes antagonistas exibem alta afinidade para o ER e inibem competitivamente a 

ligação do ligante 17β-estradiol nativo e sua atividade biológica subsequente (MARINO; 

GALLUZZO; ASCENZI, 2006). 

Durante o ciclo estral normal, os níveis aumentados de 17β-estradiol normalmente 

resultam na divisão celular e no crescimento do tecido uterino e da vagina (MESIANO, 2019).  

Portanto, o útero se apresenta como um tecido ideal para detectar efeitos estrogênicos pois o 

tempo de resposta natural ao 17β-estradiol é relativamente curto, o aumento de seu peso é 

facilmente medido e a sua sensibilidade pode ser aumentada na ausência de estrogênios 

endógenos. O ensaio uterotrófico utiliza um sistema no qual o EHHG não é funcional, o que 

leva a baixos níveis de estrogênio endógeno circulante, isso maximiza a resposta ao 17β-

estradiol exógeno administrado no protocolo. Vale salientar que o eixo EHHG não funcional é 

obtido usando uma das duas versões do ensaio. A primeira utiliza fêmeas adultas jovens após 

ovariectomia, com tempo adequado para a regressão dos tecidos uterinos. Já a segunda versão 

utiliza fêmeas imaturas, após o desmame e antes da puberdade (KANNO et al., 2001). 

 

2.9 Produtos naturais 

Ao longo do tempo os humanos tiveram a natureza como fonte primária para atender às 

suas necessidades básicas. Isso se aplica tanto à alimentação como para fontes de agentes 

terapêuticos. As plantas, em particular, formaram a base de sistemas sofisticados da medicina 

tradicional, com os primeiros registros, datando de cerca de 2600 a.C., documentando o uso de 

aproximadamente 1.000 substâncias derivadas de plantas na Mesopotâmia. Estes incluíam, 

entre outras, o Cedrus spp (cedro), Cupressus sempevirens (cipreste), Glycyrrhiza glabra 

(alcaçuz), espécies do gênero Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (papoula); todos 

utilizados até os dias atuais para o tratamento de tosses e resfriados, infecções parasitárias e 

inflamações (BORCHARDT, 2002; KAPOOR, 2017). 

Se voltarmos nossos olhos para a medicina egípcia, veremos que ela data de cerca de 

2900 a.C., mas o registro mais conhecido daquele país, é o "Papiro Ebers", datado de 1500 a.C., 
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documentando mais de 700 medicamentos, a maioria de origem vegetal (BORCHARDT, 

2002). O mesmo ocorre na ásia, a Matéria Médica chinesa, um documento que documenta e 

organiza a fitoterapia daquele país, foi amplamente documentada ao longo dos séculos 

(HUANG, 1998), com o primeiro registro datando de cerca de 1100 a.C. (Wu Shi Er Bing Fang, 

contendo 52 prescrições), seguido por obras como o Shennong Herbal (~ 100 a.C.; 365 

prescrições) e Tang Herbal (659 a.C.; 850 prescrições) (DEV, 1999; KAPOOR, 2017). 

Como constituintes das espécies vegetais, figuram os metabólitos primários, que tem 

como objetivo a síntese de compostos essenciais para a sobrevivência das espécies. Ao 

metabolismo primário, estão associados os processos de fotossíntese que originam a formação 

de ácidos carboxílicos, aminoácidos, carboidratos, ácido graxos, proteínas e ácidos nucleicos, 

ou seja, todos envolvidos nos processos vitais das plantas (MAEDA, 2019). 

Já os compostos de interesse humano, são denominados metabólitos secundários. Nas 

plantas, esses compostos apresentam função de defesa contra pragas, atração de agentes 

polinizadores, proteção contra grandes variações de temperatura, etc. Nos seres humanos, estas 

substâncias apresentam a capacidade de interagir e explorar nossos sistemas biológicos. Vale 

salientar que muitas vezes os efeitos observados podem ser indesejáveis, fato que chamamos 

de intoxicação. As principais classes de metabólitos secundários são os flavonoides, alcaloides, 

cumarinas, antraquinonas, terpenos, esteroides, saponinas e taninos (GUERRIERO et al., 2018) 

Além de trazer os benefícios esperados para o tratamento de problemas de saúde, a 

utilização de plantas medicinais também apresenta um componente cultural e por vezes 

ritualístico ou sagrado. Em um país como o Brasil onde as populações ribeirinhas, aldeias 

indígenas além das figuras das benzedeiras se mantém vivas e ativas nos dias de hoje, é natural 

que estes tenham a sua importância destacada neste trabalho (MACIEL; GUARIM NETO, 

2006).  

Um estudo realizado com populações indígenas das etnias Kaiowá e Guarani na Reserva 

de Caarapó, Mato Grosso do Sul, mostrou que 34 espécies de plantas medicinais eram usadas 

por 22 famílias para o tratamento de diversas doenças. Na ocasião foi constatado que o modo 

de consumo dessas essas espécies vegetais era através da infusão ou sucos e que as aplicações 

eram as mais diversas possíveis, indo desde o tratamento para dores de cabeça até acidentes 

ofídicos (BUENO et al., 2005). Na região amazônica, índios Yanomami utilizam quase uma 

centena de plantas medicinais para o tratamento de malária (MILLIKEN, 1998). 

Nas cidades de Cascavel e Foz do Iguaçu no estado do Paraná o conhecimento 

etnomedicinal já é colocado à favor da saúde da população atendida em unidades básicas de 
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saúde. Este fato demonstra a real importância de tal conhecimento e seu impacto na sociedade 

em que vivemos (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012). 

 

2.10 Plinia cauliflora 

A Plinia cauliflora [Mart.] Kausel [Myrtaceae] é uma espécie nativa do Brasil 

popularmente conhecida como “jabuticaba” ou “jaboticaba”. O nome jabuticaba tem origem na 

língua Tupi e significa “alimento de jabuti”, pois quando as jabuticabeiras estão produzindo, 

alguns frutos caem no chão e os jabutis aproveitam para se alimentar (NAVARRO; 

SUASSUNA, 2015). 

Os nomes populares e a classificação botânica ainda são bem variados, havendo 

divergências entre os autores. Embora o nome científico da espécie seja Plinia cauliflora, 

diversos sinônimos são encontrados em bases de dados científicos, tais como Eugenia 

cauliflora, Eugenia jaboticaba, Myrcia jaboticaba, Myrciaria cauliflora, Myrciaria 

jaboticaba, Myrtus cauliflora e Myrtus jaboticaba. 

Se apresenta como uma árvore perene rústica e longeva, podendo atingir 20 metros de 

altura e viver até 100 anos (BORGES; MELO, 2003). Sua popularidade foi comparada à das 

uvas em outros países (REYNERTSON et al., 2006). Via de regra é obtida por plantio de 

semente, e demora de 8 a 12 anos para produzir os primeiros frutos que se formam diretamente 

no tronco. Esta espécie apresenta flores brancas e folhas lanceoladas e opostas. Sua madeira 

apresenta elevada dureza, e por isso pode ser utilizada na marcenaria (BORGES; MELO, 2003), 

porém o interesse pelos benefícios dos frutos inviabilizou a derrubada das árvores para este fim. 

Seus frutos se apresentam como baga globosa de até 4 cm de diâmetro, com cascas que 

variam do preto-avermelhado ao verde-brônzeo com faixas vermelhas e roxas. A polpa é branca 

de aspecto mucilaginoso e apresenta de uma a quatro sementes (WANG et al., 2014). A P. 

cauliflora pode ser consumida in natura ou como geleias e compotas. Com a fermentação de 

sua polpa se produz vinho, vinagre e licor. (INADA et al., 2015b). A polpa de P. cauliflora 

apresenta vários nutrientes como ácido ascórbico, fósforo, ferro e niacina. A casca é rica em 

antocianinas (PITZ et al., 2016) e nela estão presentes fibras, pectina e peonidina (BORGES; 

CONCEIÇÃO; SILVEIRA, 2014). Quando analisadas separados dos frutos, as cascas 

apresentam teor de antocianinas de 4 a 7 vezes maior do que a fruta inteira, sugerindo que a 

casca é a principal fonte deste metabólito secundário (LEITE-LEGATTI et al., 2012). 

As cascas dos frutos de P. cauliflora contêm fibras insolúveis e solúveis (pectina), β-

caroteno, ácidos fenólicos (ácido gálico, ácido elágico e ácido transcinâmico) e flavonoides 

(rutina, miricetina e quercitrina). As cascas também apresentam antocianinas, 
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predominantemente cianidina-3-glicosídeo (curomanina) e delfinidina-3-glicosídeo (mirtilina) 

e diversos elagitaninos (casuarinina, casuarictina, pedunculagina e casuarina) e galotaninos 

(PLAZA et al., 2016). 

Utilizando um extrato etanólico 70% preparado a partir de cascas de frutas de P. 

cauliflora, Romão et al., (2019) identificaram 37 compostos, incluindo ácidos orgânicos, 

derivados do ácido fenólico, flavonoides, antocianinas e taninos hidrolisáveis, cujos principais 

constituintes eram ácido gálico, ácido síngico, ácido elágico, O-hexosil cianidina, O-hexosil 

quercetina, O-hexosil ácido elágico, O-hexosil delfinidina, O-galoil desidrohexosídeo, di-O-

galoil hexosídeo, tri-O-galoil hexosídeo, O-desoxihexosil miricetina, O-desoxihexosil ácido 

elágico, O-desoxihexosil quercetina, O-cinamoil, O-galoil hexosídeo, O-pentosil ácido elágico, 

quercetina, hexahidroxidifenil (HHDP)-galloyl O-hexosídeo, HHDP galoil O-hexosídeo 

(isômero de corilagina), di-HHDP galoil Ohexoside, di-HHDP galoil O-hexosídeo (isômero de 

casuarinina), di-HHDP galoil O-hexosídeo (isômero de castalagina), di-HHDP galoil O-

hexosídeo (isômero de vescalagina), di-HHDP O-hexosídeo e HHDP tri-galoil O-hexosídeo. 

Ácido gálico, ácido elágico, O-hexosil cianidina, ácido O-hexosil elágico, ácido O-pentosil 

elágico, ácido O-desoxihexosil elágico e O-desoxihexosil quercetina também foram 

identificados neste extrato etanólico de 70% de cascas de frutas (PALOZI et al., 2019). 

Praticamente todas as partes da espécie são utilizados na medicina popular. Sua casca é 

adstringente, o que justifica seu uso contra diarreia e disenterias; além disso, apresenta 

indicações na medicina popular contra asma e enterite (INADA et al., 2015b), dor de garganta 

e corrimento vaginal (PAIVA et al., 2017). As folhas são usadas na terapêutica da gripe, 

labirintite; feridas e bronquite (BIESKI et al., 2015; MACIEL; GUARIM NETO, 2006; ZENI; 

BOSIO, 2011).  

Na literatura científica, diversos são os estudos já publicados com preparações obtidas 

à partir de P. cauliflora. Podem ser encontrados resultados publicados em artigos que avaliaram 

o potencial antinflamatório, hipoglicêmico, hipolipidêmico e analgésico (BRITO et al., 2021), 

antioxidante e antiproliferativo em células de carcinoma oral (WANG et al., 2014), atividade 

antinflamatória para tratamento de doença pulmonar obstrutiva crônica (ZHAO et al., 2019) e 

anti cândida (SOUZA-MOREIRA et al., 2013). 

Além disso, estudos realizados in vitro demonstraram propriedades antimicrobiana para 

bactérias gram-positivas, gram-negativas e antifúngica (SOUZA-MOREIRA et al., 2018), 

antioxidante e de diminuir a produção de Interleucina-8 em células epiteliais de vias aéreas 

expostas à fumaça de cigarro (WU; LONG; KENNELLY, 2013). Já os estudos in vivo 
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apresentam efeitos antimicrobiano para Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 

(DOS SANTOS et al., 2019), antioxidante e cardioprotetor (ROMÃO et al., 2019).  

 

 

 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

Avaliar a toxicidade e segurança do sobrenadante etanólico do infuso das cascas de 

Plinia cauliflora. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

- Produzir o sobrenadante etanólico do infuso das cascas de P. cauliflora (SEIPC);  

- Identificar os constituintes do SEIPC por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada 

ao espectrômetro de massas (LC-DAD-MS);  

- Investigar a toxicidade oral aguda e realizar o teste de Irwin modificado;  

- Investigar a toxicidade prolongada do SEIPC após a administração de doses repetidas por 28 

dias;  

- Avaliar se o tratamento prolongado com o SEIPC interfere no traçado eletrocardiográfico, 

frequência respiratória, medida da pressão arterial, gasometria arterial, além de parâmetros 

bioquímicos e hematológicos;  

- Investigar o potencial genotóxico através do ensaio do cometa e do teste de micronúcleo;  

- Investigar o potencial mutagênico do SEIPC através do teste de AMES.  

- Avaliar possíveis efeitos disruptores endócrinos do SEIPC através dos testes uterotrófico e 

Hershberger. 

 

 

 

 

4. ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O PERÍODO DO DOUTORADO 

 

Ao longo do período de doutorado, tive a oportunidade de contribuir em diversos outros 

projetos de pesquisa, tanto na própria Universidade Federal da Grande Dourados – UFGD como 
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em outras Universidades. O resultado de tais projetos pode ser conferido nos artigos abaixo 

listados. 
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7 CONCLUSÕES 

Diante dos dados expostos, fica evidenciado que sobrenadante etanólico do infuso 

obtida das cascas de Plinia cauliflora (SEIPC) não causou alterações significativas nos sistemas 

biológicos avaliados, incluindo atividade cardioelétrica, temperatura corporal, frequência 

respiratória e pressão arterial. 

Além disso, não houve alteração da homeostasia bioquímica e hematológica, ou de 

parâmetros de gasometria. Ademais, o SEIPC não causou qualquer desregulação endócrina, 

mutagênica, citotóxica ou genotóxica. 

Com esses dados é possível afirmar que a avaliação da toxicidade e segurança do 

sobrenadante etanólico do infuso das cascas de Plinia cauliflora se mostrou seguro frente ao 

modelo de exposição utilizado. 
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8 ANEXOS 
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8.1 PARECER DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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Materiais suplementares 

 

 

SUPPLEMENTAL INFORMATION 
Appendix A 
 

 

Figure S1. Photomicrographs showing the histology of different vital organs and reproductive 

structures of male Wistar rats that received SEIPC or vehicle (NAIVE) for 28 days. Letters a, 

b, c, d, e and f refers to NAIVE, SEIPC-30 mg/kg, SEIPC-100 mg/kg, SEIPC-300 mg/kg, 

SEIPC-1000 mg/kg and Satellite respectively. SEIPC: Soluble ethanolic infuse of Plinia 

cauliflora; SATELLITE: animals treated for 28 days with SEIPC 1000 mg/kg and 

euthanized two weeks after completing the 28-day treatment with the purpose of evaluating 

possible late toxicity. HE: hematoxylin & eosin. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2. Photomicrographs showing the histology of different vital organs and reproductive 

structures of female Wistar rats that received SEIPC or vehicle (NAIVE) for 28 days. Letters 

a, b, c, d, e and f refers to NAIVE, SEIPC-30 mg/kg, SEIPC-100 mg/kg, SEIPC-300 mg/kg, 

SEIPC-1000 mg/kg and Satellite respectively. SEIPC: Soluble ethanolic infuse of Plinia 

cauliflora; SATELLITE: animals treated for 28 days with SEIPC 1000 mg/kg and 

euthanized two weeks after completing the 28-day treatment with the purpose of evaluating 

possible late toxicity. HE: hematoxylin & eosin. 
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Figure 1 (a) NAIVE 

Palozi et al. 
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Figure 1 (b) SEIPC-30 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 1 (c) SEIPC-100 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 1 (d) SEIPC-300 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 1 (e) SEIPC-1000 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 1 (f) Satellite 

Palozi et al. 
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Figure 2 (a) NAIVE 

Palozi et al. 
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Figure 2 (b) SEIPC-30 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 2 (c) SEIPC-100 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 2 d) SEIPC-300 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 2 (e) SEIPC-1000 mg/kg 

Palozi et al. 
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Figure 2 (f) Satellite 
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