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RESUMO

Introdugdao: Embora muitos usos tradicionais estejam registrados na literatura,
escassos sao os estudos quanto aos efeitos toxicos da espécie Rubus fruticosus L.,
pertencente a familia Rosaceae. Desse modo, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos do extrato obtido das folhas de R. fruticosus sobre parametros
bioquimicos e hematoldgicos apds ensaio da toxicidade aguda em ratos fémeas da
linhagem Wistar. Metodologia: Foi realizada a coleta das folhas da planta em
Frederico Westphalen. Posteriormente, foi submetida aos processos de secagem,
trituracdo e maceragdo com solvente metandlico. Os extratos obtidos foram
filtrados, rotaevaporados e liofilizados, resultando o extrato bruto, o qual foi
redissolvido em NaCl 9 % e tween 5 % (veiculo). Os animais foram separados em
grupo controle (n=3) e grupo R. fruticosus (n=6), onde este ultimo grupo recebeu
uma dose unica de 2000 mg/Kg do extrato da planta, via oral, e o grupo controle
somente veiculo. Apds, os animais foram eutanasiados e realizou-se a coleta
sanguinea por pungdo cardiaca para as analises hematologicas e bioquimicas.
Resultados e Discussao: Nao foi observado alteragdo no consumo de agua e
racao dos animais e nao foi registrado obito. Dessa forma, o extrato foi classificado
como classe 5 de toxicidade, conforme OECD (2001). Os resultados hematolégicos
e bioquimicos demonstraram um aumento significativo (p < 0,01) no grupo R.
fruticosus, tanto para plaquetas quanto para glicemia quando comparado ao grupo
controle. Conclusdes: Dessa forma, apesar da espécie ser classificada na
categoria 5 da OECD quanto a toxicidade, observa-se que os niveis de glicose e
plaquetas aumentam frente a exposi¢ao a R. fruticosus na concentracao testada.

Palavras-chave — Rubus fruticosus; Rosaceae; toxicidade aguda; amora-silvestre.

ABSTRACT

Introduction: Although many traditional uses are recorded in the literature, there are
few studies on the toxic effects of the species Rubus fruticosus L., belonging to the
Rosaceae family. Thus, the objective of the present study was to evaluate the effects
of the extract obtained from the leaves of R. fruticosus on biochemical and
hematological parameters after an acute toxicity test in female Wistar rats.
Methodology: The leaves of the plant were collected in Frederico Westphalen.
Subsequently, it was subjected to the drying, crushing and maceration processes
with methanolic solvent. The extracts obtained were filtered, rotated and lyophilized,
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resulting in the crude extract, which was redissolved in NaCl 9 % and tween 5 %
(vehicle). The animals were separated into a control group (n=3) and R. fruticosus
group (n=6), where the latter group received a single dose of 2000 mg / kg of the
plant extract, orally, and the control group only vehicle. Afterwards, the animals were
euthanized and blood collection was performed by cardiac puncture for
hematological and biochemical analyzes. Results and Discussion: There was no
change in the consumption of water and animal feed and no death was recorded.
Thus, the extract was classified as toxicity class 5, according to OECD (2001). The
hematological and biochemical results showed a significant increase (p <0.01) in the
R. fruticosus group, both for platelets and for blood glucose when compared to the
control group. Conclusions: Thus, despite the species being classified in category 5
of the OECD in terms of toxicity, glucose levels and increased plaques are observed
when exposed to R. fruticosus in the tested concentration.

Keywords - Rubus fruticosus; Rosaceae; acute toxicity; BlackBerry.

INTRODUGAO

Nos ultimos anos, devido aos seus efeitos terapéuticos confiaveis e acessibilidade a
populacdo, os produtos naturais tiveram crescimento no uso popular. Com isso,
cada vez mais faz-se necessario estudos de atividades biolégicas e toxicoldgicas,
afim de garantir a seguranca e eficacia dos mesmos (RAO et al, 2019).

Neste contexto, encontra-se a espécie Rubus fruticosus L., pertencente a familia
Rosaceae. Esta espécie € um arbusto conhecido por produzir frutos de sabor
adocicado caracteristico, comumente conhecidos como amoras-silvestres.
Quimicamente, é uma espécie que apresenta uma elevada diversidade de
compostos, no entanto, a presenca de moléculas polifendlicas parece desempenhar
um papel central no potencial antioxidante da espécie (VERMA et al, 2014). O uso
tradicional de R. fruticosus como alimento e planta medicinal é largamente difundido,
sendo a espécie atribuidas atividades antimicrobina, antioxidante, anti-inflamatéria,
antitumoral, antidisentérica, antidiabética e antidiarreica (MONFORTE et al, 2018).

Embora muitos usos tradicionais estejam registrados na literatura, escassos sdo os
estudos quanto aos efeitos toxicos da espécie. Desse modo, o presente estudo tem
por objetivos avaliar os efeitos do extrato obtido das folhas de R. fruticosus sobre
parametros bioquimicos e hematologicos apos ensaio da toxicidade aguda em
modelo animal.

METODOLOGIA

Material vegetal e extrato bruto

Para o desenvolvimento do estudo, foram coletadas as folhas de R. fruticosus no
municipio de Frederico Westphalen (27°24°32.0”S 53°25°22.0"W), Rio Grade do Sul,
Brasil. Um voucher foi depositado no herbario da Universidade Regional Integrada
do Alto Uruguai e das Missdes sob o numero 12.341. Apds a coleta, as folhas foram

submetidas ao processo de secagem em estufa, a 40 °C, até atingir peso constante.
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O material vegetal seco foi triturado em moinho de facas e peneirado (tamis 10
mesh). Apés o material vegetal foi macerado em metanol:acetona:agua (40:40:20
v/v), totalizando 4 extracdes, 48 h/maceragéo, 2 agitagdes/dia. O extrato obtido foi
filtrado, concentrado e liofilizado, resultando o extrato bruto (ARARUNA et al, 2013).
Antes de cada experimento, o extrato foi pesado e redissolvido em NaCl 9 % e
tween 5 % (veiculo).

Animais
Foram utilizados ratos fémeas (n=9, 2 meses, peso 188/283 g), linhagem Wistar,
nuliparas, ndo prenhes. Os animais foram divididos entre grupo controle (n=3) e
grupo R. fruticosus (n=6). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da URI sob o numero 69, e esta adequado a Lei 11.794 de 08 de Outubro
de 2008.

Ensaio de toxicidade oral aguda

Este teste foi realizado segundo a Instru¢do Normativa 423 da OECD (2001). Neste
teste, o grupo R. fruticosus recebeu uma dose unica do extrato de 2000 mg/kg e o
grupo controle veiculo, ambos através de canula orogastrica. Apds 14 dias avaliando
os parametros comportamentais, os animais foram anestesiados e as amostras de
sangue foram obtidas por punc¢ao cardiaca (2 mL sem anticoagulante e 1,5 mL em
EDTA- K;) foram encaminhadas para realizacdo das andlises hematoldgicas e
bioquimicas.

Parametros hematolégicos e bioquimicos

Como parametros bioquimicos, foram realizadas as andlises de Aspartato
Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), ureia, creatinina e glicose.
Os métodos colorimétricos foram desenvolvidos no analisador de bioquimica BS-
200e Mindray. Os parametros hematolégicos foram avaliados em analisador
automatizado Pentra 60. As leituras foram realizadas em triplicata.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média * desvio padrdao e analisados
estatisticamente no programa Graph Pad Stat através de analise ANOVA One-Way,
com nivel de significancia de 5 %, seguido do teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacgao da DL50

A administracao da planta ndo produziu alteracdées no comportamento dos animais e
nenhum sinal visivel de toxicidade comportamental foi observado, como piloerecéo,
apatia, falta de apetite, agressividade, ataxia, entre outros, durante os 14 dias de
analise. Também, nao foi observado alteragdo no consumo de agua e ragédo dos
animais, bem como nao foi registrado ébito. Dessa forma, o extrato foi classificado,
segundo as classificagdes da OECD (2001), como classe 5 de toxicidade. Entre os
estudos de toxicidade da espécie, encontra-se o realizado por Jouad, Maghrani &
Eddouks (2002), corroborando com nossos resultados.

Parametros hematolégicos e bioquimicos
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Conforme dados da Tabela 1, observou-se um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,01) na contagem de plaquetas do grupo R. fruticosus (601,2 *
62,6 x10®/mm?3®) quando comparados com os ratos do grupo controle (522,0 + 45,9
x10%/mm?3), e apesar das alteragdes na série megacariocitaria, ndo foram observadas
outras alteragdes significativas (p > 0,005) nas séries eritrocitarias e leucocitarias
que permitissem correlacionar com o numero de plaquetas. Apesar de haver
possibilidade de R. fruticosus causar alteragdo em alguma etapa ou via de formacéo
plaquetaria, ndo ha evidéncia na literatura quanto a esse efeito para a espécie em
questdo. Também, ndo sao verificadas pesquisas que demonstrem o aumento na
contagem de plaquetas devido a possiveis constituintes bioativos, como polifendis e
flavonoides, presentes em R. fruticosus (LOPEZ-VIDANA et al, 2019; MONFORTE
et al, 2018). Portanto, sugere-se a investigacao mais aprofundada e com outras

metodologias para elucidar esse achado hematoldgico.
Tabela 1. Parametros hematologicos obtidos do sangue de ratos wistar fémeas do grupo R. fruticosus e grupo controle
apos ensaio de toxicidade oral aguda.

Controle R fruticosus
WBC {10°fmm?) 2,1 £ 0.06 25109
REC (10-/mm?) 73108 7T+02
HGE (gidL) 147 +0,9 140 £05
HCT (%) 418+£37 438+£20
MCV (um?) 56,7 £ 0.6 5T0£12
MCH (pa) 20,0 +0,5 104+04
MCHC (gidL} 354+089 338+£07
RDW (%) 101.1 £0.1 11.1£05
PLT {10%/mm*)} 5220+ 458 601.2 + 82,8*
Linfacitas (%) TEEx04 B15£63
Monocitos (%) 11.5£07 63+05
Neutrofilos (%3) 2209 115£72
Eosindfilos (¥a) 01 +01 0101
Basafilos (%) 0702 0603

Os valores representam a meédia + desvio padric da meédia. (%) Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA,
seguido de Tukey p < 0,01). Grupo controle (n=3), Grupo R fruticosus (n=E6). Glébulos brancos (WEBC), glébulos
vemmelhos (REC), hemoglobina (HBG), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular
miédia (MCH), concentragio média de hemaglobina corpuscular (MCHC), largura de distribuigdo das células vermelhas
{RDW), comtagem de plaguetas (PLT).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, as dosagens de AST, ALT,
ureia e creatinina nao tiveram variagcbes estatisticamente significativas (p > 0,005)
entre os grupos testados. A partir desses resultados pode-se sugerir que o
tratamento agudo com extrato das folhas de R. fruticosus n&o ocasionou sobrecarga
renal e/ou hepatotoxicidade, corroborando com os resultados toxiclogicos

encontrados.
Tabela 2. Parametros bioquimicos obtidos do sangue de ratos wistar fémeas
do grupo R. fruticosus e grupo controle apas ensaio de toxicidade oral aguda

Conrole R. fruticosus
AST (UL} 153.7 £ 185 12262 10.8
ALT [UIIL) B0 LB 48,4 £ 12.8
Ureia {mg/dL) 433+25 344132
Creatinina (mg/dL} 0.5+ 003 0.4 £0,05
Glicose {mgldL) 238,0 £ 28,0 3243718

05 valores representam a média + desvio padrao da média. (%)
Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA, seguido de Tukey p <
0,01). Grupo controle (n=3), Grupo R. Fruticosus (n=6). Aspartato
Aminotransferase (A 5T), Alanina Aminotransferase (ALT).

Quanto aos resultados para glicemia, o grupo R. fruticosus (324,8 £ 71,9 mg/dL)
apresentou aumento significativo (p < 0,01) em comparagdo ao grupo controle
(238,0 + 28,0 mg/dL). Esses resultados ndo corroboram com o estudo realizado por
Jouad, Maghrani & Eddouks (2002), onde o tratamento com o extrato das folhas de
R. fruticosus em doses repetidas, via oral, durante 30 dias (100, 200 e 400 mg/Kg),
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ndo alterou significativamente os niveis de glicemia em animais normoglicémicos. E
ainda, foi demonstrado que em modelo animal de diabetes induzido, as mesmas
concentragcbes do extrato de R. fruticosus demonstraram efeitos hipoglicemiantes.
Contudo, segundo estudo de Alonso, Cadavid & Calleja (1980), utilizando coelhos
modelos diabetes induzido e normoglicémicos, uma dose diaria (repetidas) de 5000
mg/kg do extrato das folhas da planta resultou em uma diminuicdo acentuada nos
valores de glicemia nos primeiros dias apds a administragdo. Entretanto, quando a
administragao foi interrompida, os valores de glicose se elevaram e até superaram
os valores iniciais. Conforme estes autores, possivelmente a atividade hipoglicémica
da planta deve-se, em parte, ao possivel aumento da liberacdo de insulina pelas
células B-Langerhans, do pancreas, enquanto os animais recebem o tratamento.

Outro mecanismo a ser considerado é a desregulagdo no transporte de glicose do
meio extra para o intracelular, o qual ocorre através das proteinas de membrana,
chamadas de GLUT (FREITAS, CESCHINI & RAMALLO, 2014). Assim, ha
possibilidade para os resultados encontrados para glicemia decorrerem de um efeito
de R. fruticosus sobre o metabolismo da insulina ou sobre os receptores para a
mesma, nas células dos animais expostos a doses elevadas. Para compreenséao
deste efeito sobre a glicemia, estudos mais aprofundados nesta area sdo essenciais.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados neste estudo, pode-se inferir que o
extrato bruto obtido das folhas de R. fruticosus classifica-se, quanto a toxicidade, na
categoria 5 da OECD. No entanto, observa-se, na concentragcao testada, que o
extrato produziu um aumento nos niveis de glicemia e plaquetas nos animais
testados, o que sugere a realizacdo de estudos mais aprofundados. Corroborando
com os resultados toxicoldgicos observou-se que os niveis de AST, ALT, ureia e
creatinina nao sofreram alteragdes no grupo R. Fruticosus quando comparado ao
controle.
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