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Investigacao da Toxicidade Cronica
das Folhas de Guavira (Campomanesia
pubescens) em Ratos Machos

Investigation on the Chronical Toxicity of
Guavira Leaves (Campomanesia pubescens) in
Male Rats

Resumo

O uso de plantas tanto com o objetivo curativo quanto alimenticio sem-
pre foi uma pratica comum pela populagdo brasileira. Dentre estas, pode
ser mencionada a guavira, que é utilizada na forma de chas, sucos, geléias,
licores e sorvetes. No entanto tal planta vem sendo pouco explorada do
ponto de vista farmacolégico e toxicoldgico. Diante do exposto acima,
torna-se necessario investigar as diversas propriedades medicinais apre-
sentadas por esta espécie. Buscando revelar suas propriedades medica-
mentosas, bem como, suas propriedades tdxicas, a fim de tornar o uso
dessa planta mais racional e seguro. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
de avaliar seu efeito téxico, utilizando para tal, dosagens de amostras san-
guineas de animais tratados com o extrato de Campomanesia pubescens
(DC) O. Berg. (Myrtaceae) nas concentracoes de 250 mg/kg e 500mg/kg,
diariamente, via gavagem durante noventa dias. Nestas amostras foram
investigadas possiveis alteracdes bioquimicas e hematoldgicas. No en-
tanto, os animais controle apresentaram alteracbes nas enzimas aspar-
tato-aminotransferase e alanina-aminotransferase, as quais ndo se apre-
sentaram aumentadas nos animais tratados. Observou-se também, ao se
analisar os numeros referentes aos valores de mondcitos, um aumento
significativo no grupo controle quando comparado aos valores de refer-
éncia, mas estes valores estavam significativamente reduzidos nos grupos
de animais tratados com o extrato. No conjunto, os resultados sugerem,
portanto, que o extrato de C. pubescens foi eficaz em reduzir o nimero
de mondcitos, indicando um possivel efeito antiinflamatério. Por isso é
importante a continuidade de estudos que possam evidenciar possiveis
acdes farmacoldgicas desta planta, tendo em vista sua ampla utilizacdo
pela populacéo local.

Abstract

The use of plants with medicinal and alimentary objectives is a common
practice for the Brazilian population. Among these, it can be mentioned
“‘guavira”that is used in the form of juices, jellies, liqueurs, and ice creams
and leaves tea for diarrhea treatment. In spite of that, this plant is little
explored about their pharmacological and toxicological aspect. Based in

Revista Fitos %  Vol.5 N°02 Junho 2010



Artigo Original / Original Article

the exposed above, becomes necessary to investigate
the several medicinal properties presented by this spe-
cies. Seek to reveal their pharmacological properties,
as well as, their toxic properties, in order to turn the use
of that more rational and safe. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the toxic effect of Campo-
manesia pubescens (DC.) O. Berg. (Myrtaceae), using for
this, sanguine dosages of animals treated with etha-
nolic extract in the concentrations of 250 mg/kg and
500 mg/kg, daily, through gavage for ninety days. In
these samples possible biochemical and hematologi-
cal changes were investigated. However, the animals
control presented alterations in the Aspartate trans-
aminase and Alanine transaminase enzymes, what did
not observed in treated animals. Furthermore, mono-
cyte number was increased in the control group when
compared to the reference values, but these values
were significantly reduced in the groups of animals
treated with the extract. Wherefore, the results suggest
that the ethanolic extract of C. pubescens was effective
in reducing the number of monocytes, indicating a
possible anti-inflammatory effect. Thus, is important a
new studies that can evidence possible pharmacologi-
cal actions of this plant, that is very used by the local
population.

Introducao

Desde os tempos pré-histéricos o homem, em todas as
partes da Terra, tem usado parte da flora que o cerca no
controle dos seus ambientes interno e externo — desde
cauterizagao e cicatrizacao de feridas, eliminacdo de pa-
rasitas e de patdgenos invasores, aceleracdo ou desace-
leracdo de processos fisioldgicos normais até a afirma-
¢ao de masculinidade ou feminilidade, comunicacdo do
estado agressivo ou mistico e domesticacdo de animais.
Mesmo em décadas recentes, com os grandes avangos
observados no mercado farmacéutico, as plantas ainda
contribuem de maneira significativa na saide mundial
(CALIXTO, 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) cerca de 65 - 80% da populagao mundial, princi-
palmente de pafses em desenvolvimento, recorrem ao
uso das plantas como tratamento alternativo, devido
a falta de acesso aos medicamentos industrializados,
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que possuem alto custo, o dificil acesso da popula¢do
a assisténcia médica e farmacéutica, bem como uma
pratica generalizada dos consumidores em utilizar,
preferencialmente, produtos de origem natural por
acreditarem no mito de que tudo que é “natural”é in6-
cuo, ndo oferecendo riscos a saude (AKERELE, 1993;
ERNST, 2004). De acordo com a RDC n° 14 de 31 de
Marco de 2010, estabelecida na legislacdo da ANVISA,
droga vegetal é deliberada como planta medicinal ou
suas partes, apos as etapas de coleta, estabilizacao e
secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou
pulverizada e os derivados de droga vegetal sao pro-
dutos de extragcao da matéria prima vegetal: extrato,
tintura, oleo, cera, exsudato, suco e outros (MS/BRASIL,
2010).

As plantas medicinais sdo utilizadas pela medicina atual
(fitoterapia) e suas propriedades sao estudadas nos la-
boratérios das empresas farmacéuticas e das universi-
dades publicas e privadas, a fim de isolar as substancias
que lhes conferem propriedades medicinais (principio
ativo) e assim, produzir novos farmacos. Segundo Rodri-
gues e Carvalho (2001) “Planta medicinal é toda aquela
que, administrada ao homem ou a animais por qualquer
via e sob qualquer forma exerce alguma espécie de agcao
farmacoldgica’ E importante ressaltar que embora as
plantas medicinais apresentem efeitos farmacolégicos,
também em muitos casos possuem efeitos toxicos. Isto
se torna mais agravante levando-se em consideracéo
que a maioria dos usuarios fazem uso indiscriminado,
pois acreditam que por se tratar de algo natural, seria
por isso destituida de efeitos toxicos. Faz-se necessario
o estudo cientifico aprofundado referente a toxicidade
de plantas que sao amplamente utilizadas pela popu-
lacao.

Neste contexto, podem-se citar espécies do género
Campomanesia, pertencente a familia Myrtaceae, am-
plamente encontrado na regido central do Brasil, no
Uruguai, Paraguai e Argentina. A populacao do Mato
Grosso do Sul consome esta espécie, popularmente
conhecida como guavira, na forma de sucos, geléias e
licores. Além disso, também é utilizada pela comunida-
de local com finalidades terapéuticas. Dentre elas, acdo
depurativa, antidiarréica e redugao dos niveis sanguine-
os de colesterol (BALLVE ALICE, 1995). Embora bastante
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utilizada essa planta vem sendo pouco explorada no
sentido de avaliar seus possiveis efeitos farmacoldgicos
e principalmente téxicos. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi investigar a toxicidade do cha de Campo-
manesia pubescens referentes a parametros hematolégi-
cos e biogquimicos.

A espécie Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg. é
frutifera de porte arbustivo, com 1 a 2 metros de al-
tura e sua floracdo ocorre de agosto a setembro. Os
frutos amadurecem em novembro e dezembro e apre-
sentam polpa suculenta de sabor acidulado (Lorenzi
et al,, 2006). Estudos quimicos com as folhas relataram
a presenca de quercetina, miricitrina e rutina em C
xanthocarpa; miricitrina em C. pubescens e miricitrina
e quercetina em C. guazumaefolia, empregando Cro-
matografia Liquida de Alta Eficiéncia (SCHMEDA-HIRS-
CHMANN, 1995).

Material e Métodos

Material botanico e preparacao dos
extratos

Os experimentos foram desenvolvidos na Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). Foram utilizadas folhas da espécie
Campomanesia pubescens (guavira) colhidas em &reas
nativas de Mato Grosso do Sul (MS) e de plantas culti-
vadas no Horto de Plantas Medicinais (HPM), da UFGD,
garantindo uma padronizacao da qualidade e uniformi-
dade do material vegetal. As coletas foram realizadas
em época e hordrio adequados, selecionadas, e secas
em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura de
36 a 38°C, até a obtencao de massa constante. Os extra-
tos hidroetandlicos no Laboratério de Quimica da Uni-
versidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS) pelo
método de percolacéo, a partir das folhas trituradas e
intumescidas em alcool etilico (70%) por 24 horas. De-
pois, colocadas no percolador, empacotadas em papel
de filtro e, sobre elas, uma pequena camada de silica.
Concomitantemente, foi adicionado alcool etilico (70%)
promovendo uma velocidade de fluxo de 20 gotas por
minuto, até o recolhimento dos extratos, que foram
concentrados em rota vapor e secos em dessecador,
obtendo-se os extratos vegetais finais.
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Estudo da toxicidade cronica dos extratos
em ratos

Para a investigacao da toxicidade da C. pubescens foram
utilizados machos Wistar adultos (pesando aproximada-
mente 180-200g), mantidos em condi¢es controladas
de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e
temperatura (média de 23°°C) recebendo dgua e ragao
comercial a vontade. O protocolo para uso de animais
em experimentacao foi submetido ao Comité de Etica
no Uso de Animais da UFGD. Os extratos de C. pubes-
cens foram administrados isoladamente via gavagem,
durante 90 dias diariamente nos ratos. Foram avaliadas
duas doses de extratos (250 e 500 mg/kg) comparadas
ao grupo controle. Assim, foram utilizados trés grupos
com cinco ratos cada, sendo um, o controle, que rece-
beu somente dgua, e os outros dois, que receberam
concentragdes de 250 mg/kg e 500mg/kg dos extratos,
respectivamente. Os eventos de mortalidade, respostas
fisiologicas e o peso destes animais foram avaliados se-
manalmente. No final do periodo de 90 dias amostras
sanguineas foram obtidas através de puncéo intracardi-
aca com e sem anticoagulante. As amostras sanguineas
com anticoagulante foram utilizadas para determinacao
dos parametros hematoldgicos, enquanto as amostras
sanguineas sem anticoagulante foram centrifugadas a
4000 rpm durante 10 minutos a temperatura de 4 °C, o
soro obtido foi estocado a temperatura de —20° C para
avaliacdo das analises dos parametros bioquimicos.

Avaliacao dos parametros hematoldgicos
e bioquimicos em ratos

Foram avaliados como parametros hematoldgicos: leu-
cocitos, neutrofilos, hematocritos, basdfilos, eosindfilos,
bastdes, segmentados, linfécitos e mondcitos. E como
parametros bioquimicos: creatinina, uréia, aspartato ami-
notransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), os
quais foram determinados enzimaticamente utilizando
kits especificos para determinacdo da densidade dptica
dos produtos das reacées. Como fontes de referéncia
para os parametros hematoldgicos e bioquimicos foram
utilizados os valores de referéncia do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - campus
Campo Grande, tendo em vista que este é o local de pro-
cedéncia dos animais utilizados neste trabalho.
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Tratamento estatistico dos parametros Resultados e Discussao
hematoldgicos e bioquimicos em ratos
Os valores para ALT, AST, Creatinina e Uréia foram se-
melhantes entre os grupos, ndo evidenciando dife-
renga estatisticamente significativa (Tabela 1 e Figura
1). Foi observada reducao significativa para a quan-
tidade de mondcitos entre os grupos Controle e C.
pubescens 250 mg/Kg e Controle e C. pubescens 500
mg/Kg (Tabela 2 e Figura 2).

Os dados foram tabulados em Microsoft Excel 2007 e
analisados estatisticamente no Software BioEstat 5.0. As
hipdteses de diferenca entre os grupos para as variaveis
estudadas foram testadas aplicando-se o teste ANOVA
com pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adota-
do foi de p<0.05.

Tabela 1 - ALT, AST, Creatinina e Uréia dos grupos Controle, C. pubescens 250 mg/Kg e C. pubescens 500 mg/
Kg. Valores expressos em média e desvio padrao

Prametros Controle C. pubescens C. pubescens Pos-teste
250 mg/Kg 500 mg/Kg p<0.05
ALT (U/L) 62.6+14.5 69.8+23.2 5544150 0.5235 ns
AST (U/L) 217.6£85.7 269.2+133.0 170.2+48.3 0.2973 ns
Creatinina (mg/dl) 0.62+0.1 0.68+0.1 0.62+0.2 0.7528 ns
Uréia (mg/dl) 65.8+7.4 69.8+6.8 59.6+5.0 0.0784 ns

ns = nao significativo

Figura 1 - Parametros bioquimicos ap6s 90 dias de tratamento.
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Fonte Controle: Dados do Biotério Central/UFMS (Campo Grande, 2003).
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Ao final de noventa dias, para avaliacdo dos parame-
tros bioquimicos, foram coletadas amostras sanguineas
dos grupos controle e dos tratados com as diferentes
concentragdes do extrato. Observaram-se aumento
nas concentracdes de ALT e AST nos animais do grupo
controle, quando comparados aos valores de referén-
cia do Biotério Central da UFMS (Tabela 1 e Figura 1).
Entretanto, estes valores elevados das enzimas ALT e
AST também foram evidenciados nos animais tratados
com ambas as concentracdes do extrato. Nao se ob-
servou aumento significativo nos valores plasméticos
evidenciados nos animais controle e tratados. Portanto,
tal dado sugere que o extrato de C. pubescens nao in-
duziu alteracdo nas concentracdes plasmaticas destas
enzimas. As enzimas aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT) sdo enzimas intracelu-
lares presentes em grandes quantidades no citoplasma
dos hepatécitos. Estas participam como catalisadores
de reacdes de transferéncia de grupos amino de um
aminoéacido para o a-cetoglutarato, formando cetoéci-
do e cido glutdmico. Sendo que estas reagdes exercem
papel fundamental tanto na sintese quanto na degra-
dacdo de aminodcidos. E importante mencionar que
as aminotransferases sdo amplamente distribuidas em
varios tecidos do organismo tais como miocardio, mus-
culo esquelético e figado. Entretanto, as atividades pre-
ponderantes da AST e ALT ocorrem principalmente no
figado. Portanto, na vigéncia de lesdes ou destruicoes
das células hepaticas, ocorre liberacdo dessas enzimas
para a circulacdo. E importante salientar que a ALT é en-
contrada principalmente no citoplasma do hepatdcito,
enquanto 80% da AST estéo presentes na mitocéndria.
Esta diferenca tem auxiliado no diagnostico e prognos-
tico de doengas hepdticas; bem como na avaliagao da
funcao hepética.

Dentre as patologias hepaticas nas quais podem ser
evidenciados aumentos destas enzimas podem ser
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citadas: hepatite viral aguda, hepatite cronica, hepa-
tite auto-imune, cirrose de qualquer etiologia, mono-
nucleose infecciosa, colestase extra-hepética aguda,
pancreatite aguda, inflamagao dos ductos biliares e
infeccdo por parasitas (BRUNS et al,, 1981; COHEN et
al, 1979). Portanto, mediante os dados do presente
trabalho, evidencia-se que os animais apresentavam
algum tipo de patologia de origem hepdtica, tendo
em vista que nos animais controle os valores das referi-
das enzimas apresentaram-se elevados. Uma das hipo-
teses para este dado fundamenta-se na permanéncia
durante noventa dias destes animais no biotério, pe-
riodo este no qual possa ter ocorrido uma infeccao,
provavelmente de origem bacteriana, aliando-se ao
fato da manipulacdo didria nestes animais. A funcéo
renal destes animais foi avaliada através de dosagens
das concentragdes plasmaticas de uréia e creatinina, as
quais se encontravam normalizadas, quando compa-
radas aos valores de referéncia do Biotério Central da
UFMS (Tabela 1 e Figura 1), o que demonstra, portanto,
que o extrato de C. pubescens tanto na concentragcao
de 250 mg/kg quanto na de 500 mg/kg nao apresenta
nenhum efeito téxico renal.

No presente trabalho também foi testada a hipodtese
do possivel efeito toxico hematolodgico do extrato
de C. pubescens, tanto na concentragdo de 250 mg/
kg quanto na concentracao de 500 mg/kg. Nao se
observaram nos grupos tratados alteracdes no he-
matdécrito e nas linhagens de células sanguineas
representadas por leucécitos, basdéfilos, eosinofilos,
bastdes, segmentados e linfécitos, quando compa-
rados o grupo controle e o de referéncia (Tabela 2
e Figura 2).

No entanto, a andlise dos valores para 0os mondcitos

revelou um aumento significativo quando comparado
aos valores de referéncia (Tabela 2 e Figura 2).
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Tabela 2 - Parametros referentes ao leucograma para os grupos Controle, C. pubescens 250 mg/Kg e C.
pubescens 500 mg/Kg. Valores expressos em média e desvio padrao

C. pubescens 250 C. pubescens 500

Parametros ConGt1r ole mg/Kg mg/Kg ANOVA P(’;)s;toe;te
G2 (CE] -
Hematocrito 45+1.2 45414 45430 0.9999 Ns
Leucécitos 5920+1310.3 6660+2578.4 7000+1576.4 0.6699 Ns
Basofilos 0+0.0 0+0.0 0+0.0 1.0000 Ns
Eosindfilos 04+0.9 0.2+04 02+04 0.8487 Ns
Bastoes 0.6+0.9 04+0.5 0.8+0.8 0.7267 Ns
Segmentados 10.6+£2.9 10.6+4.8 13.446.0 0.5805 Ns
Linfécitos 74.649.2 82.64+5.5 744495 0.2441 Ns

Mondcitos 164209 62424 82439 0.0003* 21 " gg

(ns) ndo significativo; (*) p<0.05

Figura 2 - Quantificacao de mondcitos entre os grupos Controle, C. pubescens 250 mg/Kg e C. pubescens
500 mg/Kg. Valores expressos em média e desvio padrao.

20
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C. pubescens
S00malkg

(*); (**) p < 0.05. Fonte Controle: Dados do Biotério Central/UFMS (Campo Grande, 2003).

Sabe-se que 0s mondcitos desempenham um impor-
tante papel na defesa contra microorganismos intrace-
lulares (fungos, virus e certas bactérias) e no processa-
mento de antigenos para apresentacdo aos linfocitos.
Sao importantes também na inflamacao, porque con-
tém ou secretam diversas substancias biologicamente
ativas e sao responsaveis pela remogao e processamen-
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to das células senescentes e debris, e pela filtracdo de
bactérias e toxinas do sangue portal (MEYER et al, 1995).
Portanto, o aumento do ndmero de mondcitos esta as-
sociado aos processos inflamatérios ou infecciosos cro-
nicos. Os valores aumentados de monécitos observados
no grupo controle sugerem a presenga de um processo
inflamatorio e infeccioso cronico. Além disso, o nimero
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de células referentes aos mondcitos do grupo controle
apresentou-se significativamente elevado quando com-
parado aos valores de mondcitos dos grupos tratados
com o extrato nas diferentes concentracdes (Tabela 2
e Figura 2). Este fato demonstra, portanto, que os gru-
pos de animais tratados com o extrato apresentaram
reducdo significativa no nimero de mondcitos quando
comparados ao grupo controle.

No entanto, os valores correspondentes aos mondcitos
dos animais dos grupos tratados tanto na concentracao
de 250 mg/kg quanto de 500mg/kg, ainda apresenta-
ram-se significativamente elevados quando compara-
dos aos valores dos animais de referéncia (Tabela 2 e
Figura 2). Estes dados sugerem um possivel efeito an-
tibacteriano e/ou antiinflamatdrio do extrato. Corrobo-
rando com estes dados, Cardoso e colaboradores (2008)
demonstraram que o extrato de C. pubescens apresenta
em sua composicao sesquiterpenos hidrocarbonetos e
oxigenados e B-sitosterol. Existem demonstracdes de
que os dleos essenciais que sdo constituidos principal-

Tabela 3 - Resultados com os animais controle (dgua)

Parametros avaliados 30 dias
Peso sem alteracao
Piloerecao nao
Ataxia nao
Diurese nao
Midriase/miose nao

Respiracao sem alteracdo

Batimentos cardfacos sem alteracdo

3 Investigacao da Toxicidade Crénica das Folhas de Guavira (Campomanesia pubescens)

em Ratos Machos

mente por monoterpenaos, sesquiterpenos e Compostos
aromaticos de baixo peso molecular possuem ativida-
de anti-séptica, inibem os crescimentos de vérias bac-
térias e fungos (SIMOES; SPITZER, 2004; ARAUJO et al,,
2001). Além disso, dados da literatura demonstram que
B-sitosterol e sitosterol-3-D-glicopiranosideo obtidos
de extrato metandlico das partes areas de C. verticillata
apresentaram atividade antibacteriana contra Bacillus
subtilis (BELTRAME et al., 2005). De maneira complemen-
tar, a administracao de extrato seco de C. verticillata foi
eficaz em reduzir edema de pata induzido por carrage-
nina, conferindo-lhe, portanto, atividade antiinflamato-
ria (BRAGA et al, 2008).

Como parametros para avaliacdo do possivel efeito t6-
xico do extrato de C. pubescens nos ratos, foram obser-
vados semanalmente o peso, piloerecéo, ataxia, diurese,
midriase/miose, respiracdo e batimentos cardiacos, no
periodo de noventa dias. No grupo controle e nos dois
outros grupos ndo houve mudancas nestes parametros,
como mostram os resultados nas Tabelas 3 a 5 abaixo.

60 dias 90 dias

sem alteracao sem alteracdo

nao nao
nao nao
nao nao
nao nao

sem alteracao sem alteracdo

sem alteracao sem alteracao

Tabela 4 - Resultados com animais tratados com 250 mg/kg de extrato de C. pubescens

Parametros avaliados 30 dias
Peso sem alteracdo
Piloerecao nao
Ataxia nao
Diurese nao
Midriase/miose nao

Respiracao sem alteragéo

Batimentos cardiacos sem alteracdo

60 dias 90 dias

sem alteracdo sem alteracdo

nao nao
nao nao
nao nao
nao nao

sem alteracdo sem alteracdo

sem alteracéo sem alteracdo
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Tabela 5 - Resultados com animais tratados com 500 mg/kg de extrato de C. pubescens

Parametros avaliados 30 dias
Peso sem alteracdo
Piloerecao nao
Ataxia nao
Diurese nao
Midriase/miose nao

Respiracao sem alteracdo

Batimentos cardiacos sem alteracdo

60 dias 90 dias

sem alteracao sem alteracao

nao nao
nao nao
nao nao
nao nao

sem alteracdo sem alteracdo

sem alteracdo sem alteracdo

Desta maneira, os dados do presente trabalho sugerem
que o extrato de C. pubescens, tanto na concentragdo de
250 mg/kg quanto de 500 mg/kg, apresenta atividade
antiinflamatodria. Além disso, baseando-se nos dados da
literatura e nos resultados da reducdo do numero de
mondcitos, existem fortes evidéncias de um efeito an-
tibacteriano. Estudos adicionais precisam ser realizados
para comprovar esta atividade.

Conclusao

O extrato de C. pubescens tanto na concentracdo de
250 mg/kg quanto de 500 mg/kg se apresenta poten-
cialmente livre de toxicidade tanto renal quanto hepa-
tica. Apesar dos animais do grupo controle apresentar
concentragdes elevadas de ALT e AST, este aumento
ndo foi potencializado nos grupos de animais tratados
com o extrato. Além disso, o extrato de C. pubescens
nao apresentou capacidade de alteracédo dos parame-
tros hematolégicos. Apesar do aumento do indice de
mondcitos, 0s animais tratados apresentaram significa-
tiva reducdo dos mesmos, o que sugere uma provavel
atividade antiinflamatéria do extrato. Por isso torna-se
importante a continuidade de novos estudos que pos-
sam evidenciar possiveis agdes farmacoldgicas desta
planta, tendo em vista que esta é bastante utilizada
pela populacédo local.
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