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INFUSO DAS FOLHAS DA GUAVIRA (Campomanesia pubescens (D.C.)

O. Berg): ESTUDO FITOQUÍMICO, TOXICIDADE PRÉ-CLÍNICA E 

EFEITOS BIOLÓGICOS em ratos WISTAR

RESUMO

As plantas continuam sendo uma importante fonte de compostos bioativos e seu estudo requer

uma  abordagem  multidisciplinar  que  combina  técnicas  etnobotânicas,  fitoquímicas  e

biológicas para identificar novos compostos com fins terapêuticos. Popularmente conhecida

como guavira, a Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg é uma planta frutífera, símbolo do

Mato Grosso do Sul, que tem se mostrado promissora quanto às propriedades terapêuticas e

efeitos biológicos, reportados pelo uso etnofarmacológico e identificados por estudos, como

flavononas e chalconas, entre elas 2',4'-dihidroxi-3',5'-dimetil-6' metoxicalcona. Contudo, na

literatura não foram encontrados estudos relativos à sua toxicidade e efeitos biológicos (renais

e anti-hiperglicemiantes).  Desta forma, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo

fitoquímico, avaliação de toxicidade, mutagenicidade e os efeitos biológicos do infuso das

folhas de C. pubescens. Para o teste de toxicidade aguda, 10 ratos Wistar fêmeas receberam

uma dose única de 2000 mg/kg de peso corporal do chá de C. pubescens por gavagem e foram

observados durante 14 dias. Para toxicidade subaguda, machos e fêmeas Wistar receberam

doses repetidas de 15, 40 e 250 mg/kg de peso corporal do chá de C. pubescens por via oral,

sendo tratados e observados durante 28 dias e, após esse período de tratamento, um grupo

satélite e controle satélite permaneceram em observação por mais 14 dias. Para verificar os

efeitos  renais  os  mesmos  ratos  machos  usados  no  ensaio  de  toxicidade  subaguda  foram

avaliados no dia zero e no 280 dia de experimento. Os resultados foram avaliados por análise

variância multivariada permutacional (Permanova). Quando constatada diferença significativa

entre os grupos foi utilizado escalonamento multidimensional não métrico (nMDS) e análise

de componentes principais (PCA), seguido do teste de Bonferroni. No ensaio de toxicidade

aguda, a DL50 foi estimada como maior do que 2000 mg/kg. Na toxicidade a longo prazo, as

doses  testadas  não  produziram  alterações  significativas  nos  parâmetros  fisiológicos,

comportamentais,  hematológicos  ou  histopatológicos  nos  animais.  Portanto,  não  exibiu

toxicidade aguda, subaguda, sendo classificada como grau V, ou seja, apresenta baixo risco de

toxicidade. O chá teve efeito renal com aumento do volume urinário relativo do dia 0 para o

dia 28. Entretanto, não se constataram efeitos anti-hiperglicêmicos. O perfil fitoquímico do



chá de  C. pubescens  indicou altos teores de flavonoides, atividade antibacteriana (MIC) e

antioxidante.  Recomenda-se que novos estudos do chá das folhas de  C. pubescens  sejam

realizados para elucidar o mecanismo de ação nos efeitos renais e verificar a toxicidade em

doses repetidas com exposição prolongada maior que 28 dias.

Palavras-chave: Myrtaceae. Gabiroba. Toxicogenética. Anti-hiperglicêmicos.



GUAVIRA LEAF INFUSION (Campomanesia pubescens  (D.C.) O. Berg):

PHYTOCHEMICAL  STUDY,  PRE-CLINICAL  TOXICITY  AND

BIOLOGICAL EFFECTS in WISTAR rats

ABSTRACT

Plants continue to be an essential source of bioactive compounds, and their study requires a

multidisciplinary  approach  that  combines  ethnobotanical,  phytochemical,  and  biological

techniques  to  identify  new  compounds  with  therapeutic  purposes.  Popularly  known  as

guavira, Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg is a fruit plant, the symbol of Mato Grosso

do Sul, which has shown promise in terms of therapeutic properties and biological effects,

reported by ethnopharmacological use and identified by studies as flavonones and chalcones,

including 2',4'-dihydroxy-3',5'-dimethyl-6' methoxyalcone. However, no studies were found in

the  literature  regarding  its  toxicity  and  biological  effects  (renal  and  antihyperglycemic

agents). Thus, this work aimed to carry out a phytochemical study, assessment of toxicity,

mutagenicity, and biological effects of the infusion of leaves of C. pubescens. For the acute

toxicity test, 10 female Wistar rats received a single dose of 2000 mg/kg body weight of C.

pubescens  tea by gavage and were observed for 14 days. For subacute toxicity, male and

female  Wistar  received  repeated  doses  of  15,  40  and  250  mg/kg  of  body  weight  of  C.

pubescens  tea  orally,  being  treated  and  observed  for  28  days  and,  after  this  period  of

treatment, a group satellite and satellite control remained under observation for another 14

days. To verify the renal effects, the same male rats used in the subacute toxicity test were

evaluated on day zero and on the 28th day of the experiment.  Results were evaluated by

permutational multivariate analysis of variance (Permanova). When a significant difference

was found between the groups, non-metric multidimensional scaling (nMDS) and principal

component analysis (PCA) were used, followed by the Bonferroni test. In the acute toxicity

assay, the LD50 was estimated to be greater than 2000 mg/kg. In long-term toxicity, the doses

tested  did  not  produce  significant  changes  in  physiological,  behavioral,  hematological  or

histopathological parameters in the animals. Therefore, it did not exhibit acute and subacute

toxicity, being classified as grade V, that is, it presents a low risk of toxicity. The tea had a

renal  effect  with  increased  relative  urinary  volume from day  0  to  day  28.  However,  no

antihyperglycemic effects were observed. The phytochemical profile of C. pubescens tea



indicated  high  levels  of  flavonoids,  antibacterial  (MIC),  and  antioxidant  activity.  It  is

recommended that  new studies  of  tea  from the  leaves  of  C. pubescens  be carried out  to

elucidate the mechanism of action on the renal effects and verify the toxicity in repeated

doses with prolonged exposure greater than 28 days.

Keywords: Myrtaceae. Gabiroba. Toxicogenetics. Antihyperglycemic.



10

SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO 12

2 REVISÃO DE LITERATURA 15

2.1 Família Myrtaceae 15

2.2 O gênero Campomanesia e a espécie Campomanesia pubescens 16

2.3 Composição química e atividades biológicas do gênero Campomanesia 17

2.3.1 Composição química do chá de Campomanesia pubescens 21

2.3.1.1 Cromatografia Líquida de Alto Desempenho (HPLC) 21

2.3.1.2 Compostos fenólicos 22

2.3.1.3 Flavonoides 22

2.3.1.4 Taninos 23

2.3.1.5 Saponinas 23

2.3.1.6 Atividade Antioxidante pelo método DPPH 23

2.3.1.7 Análise do potencial fotoprotetor 23

2.3.1.8 Avaliação da atividade antibacteriana 24

2.4 Ensaios de toxicidade in vivo 24

2.4.1 Teste de toxicidade com Artemia salina 25

2.4.2 Toxicidade aguda 25

2.4.2.1 Desenho experimental de toxicidade aguda 27

2.4.3 Toxicidade subaguda 29

2.4.3.1 Desenho experimental de toxicidade subaguda 30

2.4.4 Toxicogenética 31

2.4.5 Genotoxicidade 33

2.4.5.1 Ensaio cometa 34

2.4.5.2 Delineamento experimental do ensaio cometa 35

2.4.6 Mutação gênica e teste do micronúcleo 36

2.4.6.1 Delineamento experimental do teste do micronúcleo 38

2.5 Análise histopatológica 38

2.6 Delineamento experimental de efeitos renais 38

2.7 Análise bioquímica e hematológica 39

2.8 Atividade anti-hiperglicemiante em ratos Wistar 40

2.8.1 Delineamento experimental do bioensaio de atividade anti-hiperglicêmica 40

2.8.2 Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) 41

2.8.3 Determinação do glicogênio hepático, muscular e dissacaridases intestinais 41



11

2.9 Tratamento dos dados 42

3 OBJETIVOS 44

3.1 Geral 44

3.2 Específicos 44

5 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 46

5 APÊNDICES 62

5.1 Artigo 1: EVALUATION OF THE PRECLINICAL TOXICITY AND 63

DIURETIC EFFECTS OF THE LEAF INFUSION OF Campomanesia pubescens 

IN RATS

5.2 Artigo 2: EVALUATION OF CAMPOMANESIA PUBESCENS

INFUSION: ANALYSIS OF TOXICOGENETICS

ANTIHYPERGLYCEMIC ACTIVITY IN RATS

LEAVES

AND

91

6 CONCLUSÃO 118

7 ANEXOS 119



12

1 INTRODUÇÃO

A utilização das  plantas  no tratamento das  enfermidades  que acometem a  espécie

humana remonta a idade antiga (CALIXTO, 2005; KOEHN e CARTER, 2007). Certamente,

as terapias em uso,  composta por medicamentos,  com ações específicas sobre receptores,

enzimas e canais  iônicos,  não teriam atingido o grau de desenvolvimento se não fosse o

auxílio  dos  produtos  naturais,  notadamente  aqueles  derivados  das  plantas  superiores

(CALIXTO, 2005; EKOR, 2014).

A procura por princípios ativos em plantas nativas vem crescendo, em função de suas

ações terapêuticas observadas, na forma de chás ou outros. O Estado do Mato Grosso do Sul,

Brasil, apresenta grande diversidade de plantas nativas e, entre elas, as espécies do gênero

Campomanesia, popularmente conhecidas como guaviras. À medida que o consumo global de

extratos  vegetais  aumenta,  também surgem preocupações  em relação à  segurança  do  uso

destes  produtos.  Muitas  plantas  consumidas  pela  população,  embora  tenham  potencial

biológico promissor, não foram avaliadas quanto a seus possíveis efeitos adversos e tóxicos

(RAYNOR et al., 2011; MELO-REIS et al., 2011; REGNER et al., 2011; SHIN et al., 2011;

GUERRERO et al., 2010).

O  gênero  Campomanesia pertence  à  família  Myrtaceae  (VALLILO  et  al,  2008

SILVA e FONSECA, 2016), em afluência no Cerrado brasileiro, sendo muito utilizadas  in

natura e em doces, bebidas, aromatizantes e sorvetes (SANGALLI et al., 2002; MACHATE

et al, 2020). Estudos demonstraram que as folhas da espécie Campomanesia pubescens (D.C.)

O. Berg (guavira),  colhidas em áreas nativas de Mato Grosso do Sul (MS), apresentaram

efeito  anti-inflamatório  devido  à  redução  dos  monócitos  circulantes  (GUERRERO et  al.,

2010) e efeito antioxidante frente ao método do β-caroteno/ácido linoleico (CARDOSO et al.,

2009)  e  do  2,2-difenil-1-picrilhidrazila  (DPPH)  (ROCHA;  MORAIS;  CHANG,  2011;

COELHO et al., 2023).

As espécies do gênero apresentam biotividades comprovadas pelo uso popular. Sobre

a  C. xanthocarpa, o  extrato  hidroetanólico (folhas)  apresentou atividade antiulcerogênica

(MARKMAN et al., 2004); atividade antibacteriana foi verificada na fração hexânica (folhas)

e atividade antifúngica foi observada na fração aquosa (folhas e flores) (Sá et al. 2018); o

extrato  etanólico  (frutos)  demonstrou  atividade  antidiarreica  (SOUZA-MOREIRA  et  al.,

2011);  atividade  hipolipidêmica  e  antiplaquetária  foi  observada  no  infuso  das  folhas

(KLAFKE et al., 2012) e o extrato aquoso das folhas mostraram atividade antiviral para o

herpesvírus (PADILLA, et al., 2018).
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Na  C.  adamantium  foi  testada  a  atividade  antioxidante  no  óleo  essencial  (folhas)

(COUTINHO et al., 2008) e em extratos hexânicos (frutos) por Cardoso et al. (2010). Coelho

et al.  (2023) testaram o infuso das folhas e todos os extratos demonstraram potente ação

antioxidante. Pavan et al. (2009), usando o extrato de acetato de etila (frutos), verificaram a

atividade  anti-Mycobacterium tuberculosis.  Cardoso  et  al.  (2013)  e  Pascoal  et  al.  (2014)

verificaram a atividade antiproliferativa utilizando extratos de frutos e folhas e os mesmos

apresentaram redução do índice mitótico. Também a atividade antihiperalgésica do extrato

proveniente da casca dos frutos foi verificada e demonstrou efeito promissor (SOUZA et al .,

2014).

Sobre  a  C.  guazumifolia  foram realizados  estudos  para  verificar  a  atividade  anti-

inflamatória  no  extrato  aquoso  das  folhas  (CATELAN  et  al.,  2018)  e  ansiolítica  e

antidepressiva no extrato hidroetanólico dos frutos (FERREIRA et al., 2013; SOUZA et al.,

2017).  No  extrato  diclorometano  (polpa  e  casca  dos  frutos)  foi  demonstrada  atividade

antiproliferativa em células de melanoma (LIMA e SILVA et al., 2018). O extrato metanólico

(frutos)  reduziu a  agregação plaquetária  e  a  inibição da cicloxigenase (LESCANO et  al.,

2018). O extrato etanólico e o óleo essencial das folhas tiveram ação anti-inflamatória de

acordo com Lorençoni et  al.  (2020). E, a espécie  C. Reitziana,  apresentou atividade anti-

nociceptiva quando testado o extrato metanólico dos frutos (NESELLO et al., 2016). Biavati

et al. (2004) estudando o extrato aquoso de C. xanthocarpa verificaram que o mesmo teve um

efeito anti-hiperglicêmico significativo após quatro semanas de tratamento.

Diversos  extratos  a  base  de  plantas  medicinais  exercem  suas  propriedades

antilitogênicas alterando a composição iônica da urina, diminuindo a concentração de íons de

cálcio  ou  aumentando  a  excreção  de  magnésio  e  magnésio  e  citrato.  Essas  substâncias

também podem expressar  atividade  diurética  ou  conter  saponinas  que  podem desagregar

suspensões de mucoproteínas, que podem promover o processo de cristalização (AJEBLI et

al.,  2020;  EMILIANI  et  al.,  2021;  MORENO et  al.,  2021).  Da  mesma forma,  o  uso  de

medicamentos  para  controle  glicêmico  são  precursores  de  inúmeros  efeitos  colaterais

adversos,  resultando  em  uma  demanda  crescente  por  medidas  seguras  e  pelo  custo  das

mesmas (WIDYAWATI et al., 2019). (RASOULI et al., 2020). Biavati et al. (2004)

estudando  o  extrato  aquoso  de  C.  xanthocarpa  verificou  que  o  mesmo  não  alterou

significativamente  os  níveis  lipídicos  nos  grupos  tratados  mas  teve  um  efeito  anti-

hiperglicêmico significativo após quatro semanas de tratamento. Logo, o uso das plantas que

apresentem  fitoconstituintes  que  mostrem  atividades  anti-hiperglicêmica  devem  ser

explorados e os mecanismos de controle glicêmico, elucidados (RASOULI et al., 2020). Até

o momento não há relatos na literatura
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sobre os efeitos biológicos (renais e anti-hiperglicêmicos) da Campomanesia pubescens

(D.C.) O. Berg.

Alguns  estudos  com o  gênero  Campomanesia,  apesar  de  não  mostrarem sinais  de

toxicidade  pré-clínica,  (VISCARDI  et  al.,  2017,  AMARAL  et  al.,  2019)  apresentaram

indicativos  de  genotoxicidade,  demonstrado  pela  ocorrência  de  apoptose  celular  e

mutagenicidade,  pela  presença  de  micronúcleos  (MARTELLO  et  al.,  2016)  bem  como

alterações cromossômicas em células de Allium cepa (CATELAN et al, 2018).

As plantas continuam sendo uma importante fonte de compostos bioativos e envolvem

uma  abordagem  multidisciplinar  que  combina  técnicas  etnobotânicas,  fitoquímicas  e

biológicas para fornecer novos compostos químicos. Desta forma, a Secretaria de Vigilância

Sanitária  do  Ministério  da  Saúde,  através  da  Política  Nacional  de  Plantas  Medicinas  e

Fitoterápicos (BRASIL, 2006), determina que os ensaios pré-clínicos são fundamentais para o

desenvolvimento  de  fitoterápicos.  A partir  desses  ensaios  é  possível  avaliar  os  níveis  de

toxicidade e efeitos adversos associados ao consumo de qualquer substância (SILVA et al.,

2012).

Portanto,  o  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  a  toxicidade  pré-clínica,  os  efeitos

diuréticos e anti-hiperglicemiante do infuso das folhas de Campomanesia pubencens em ratos

Wistar, baseado nas normativas da Food and Drugs Administration (FDA), Organisation for

Economic  Cooperation  and  Development  (OECD)  e  Agência  de  Vigilância  Sanitária

(ANVISA).
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Família Myrtaceae

A  família  Myrtaceae  possui  grande  valor  econômico  visto  que  seus  frutos  são

normalmente consumidos in natura ou na forma de sumos, licores, gelados, geleias compotas

e este consumo aumenta quando os efeitos nutricionais e terapêuticos estão presentes. É uma

das  mais  importantes  relacionadas  com espécies  frutíferas  e  bem estabelecida  como uma

árvore frutífera (LORENZI, 2008). Com 130 gêneros e cerca de 5.800 espécies distribuídas

nas zonas tropicais e subtropicais do Hemisfério Sul. No Brasil, abrange mais de 100 espécies

de fruta nativa de Norte a Sul do país (GIACOMETTI, 1992; DONADIO, 1992; MATTOS,

1992), entre arbustos e árvores a Myrtaceae é considerada uma das maiores famílias da flora

brasileira.  Apresentam folhas simples com glândulas oleíferas,  flores polistêmones, ovário

mediano a ínfero, floema interno e ornamentos através de pontuações que seguem nos vasos

do xilema (GOMES et al., 2009).

A grande procura pelos frutos de Myrtaceae está relacionada geralmente à composição

química,  potencial  terapêutico  e  nutricional  da  família,  o  que  influência  diretamente  nas

questões  econômicas  relacionadas  ao  consumo  e  possibilidades  de  comercialização

(KUSKOSKI et al., 2006; ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011).

As espécies  do gênero  Campomanesia,  pertencentes  à  Myrtaceae,  são amplamente

encontradas na região central do Brasil, no Uruguai, Paraguai e Argentina. No Mato Grosso

do Sul a C. adamantium é muito utilizada in natura e na forma de doces, sorvetes, refrescos,

licores e, muitas vezes, como flavorizantes em destilados alcoólicos (VALLILO et al., 2008).

Entre as Myrtaceae brasileiras há espécies de importância medicinal cujas atividades

biológicas  incluem:  efeito  antioxidante  (Eugenia  caryophyllata,  Eugenia  involucrata,  C.

pubescens,  Campomanesia  xanthocarpa,  Psidium  cattleyanum)  (CARDOSO  et  al.,  2008;

MARIN et al., 2008; MADALOSSO et al., 2011; ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011;

atividade,  antimicrobiana  (Eugenia  jambolana,  Syzygium  aromaticum)  (JASMINE  et  al.,

2010;  MACHADO,  2010);  efeito  hipoglicemiante  (Campomanesia  xanthocarpa,  Eugenia

jambolana)  (BIAVATTI et  al.,  2004; KUMAR et al.,  2010);  atividade anti-inflamatória e

antinociceptiva  (Eugenia  discifera,  Eugenia  candolleana)  (MARIDASS,  2008;

GUIMARÃES  et  al.,  2009);  atividade  imunomodulatória  (Campomanesia  pubescens,

Syzygium aromaticum)  (CARRASCO, 2009;  GUERRERO et  al.,  2010)  e  hepatoprotetora

(Eugenia jambolana) (SISODIA e BHATNAGAR, 2009).
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Tabela 1. Classificação taxonômica da espécie Campomanesia pubescens.

Classe Magnoliopsida

Ordem Myrtales

Família Myrtaceae

Gênero Campomanesia

Espécie Campomanesia pubencens O. Berg.
Fonte: Autora (2023).

2.2 O gênero Campomanesia e a espécie Campomanesia pubescens

O  interesse  nas  plantas  está  sempre  circundando  os  aspectos  de  sua  composição

química pois desta forma se determinam muitas bioatividades.

O gênero  Campomanesia  (Myrtaceae) é típico do Cerrado e tem sido estudado por

vários  autores  devido  suas  propriedades  anti-inflamatórias  (SILVA  et  al.,  2016a)  e

antioxidantes  (ABE et  al.,  2014),  potencial  inseticida (antibiose com insetos),  substâncias

químicas, tais como flavonoides, taninos e saponinas que são alvos de interesse em produtos

naturais  (MARKMAN,  2002).  Contendo  cerca  de  45  táxons  o  gênero  Campomanesia  se

encontra distribuído predominantemente em áreas de florestas tropicais e vegetação de savana

(LANDRUM, 1986; GOVAERTS et al. 2008). Na flora brasileira são conhecidas 39 espécies.

Dessas, 29 são consideradas endêmicas (SOBRAL et al, 2015).

Os frutos das Campomanesias, símbolo de Mato Grosso do Sul conforme Lei n. 5.082

de 11/07/2017 (SANTOS et al, 2019), possuem grande importância para o equilíbrio da fauna,

por ser consumida por um grande número de pássaros, pequenos mamíferos, peixes e répteis.

Entre os meses de agosto e dezembro ocorre a floração e maturação dos frutos. O gênero

possui  frutos  arredondados,  sua  coloração  tem  uma  variação  de  verde-escuro/claro  até

amarelo e têm aroma adocicado e agradável (VALLILO et al., 2006).

No Mato Grosso do Sul a  Campomanesia pubescens é popularmente conhecida com

guavira ou gabiroba, sendo um arbusto que mede de 1 a 2 metros de altura (Figura 1). Com

caule piloso, folhas oblongas, flores isoladas, brancas, sépalas agudas (PEIXOTO et al., 2005;

LORENZI  et al.,  2006). Diferente das demais espécies arbustivas de gabirobeiras ela tem

pedúnculos densamente pubescentes, mais alongados que o broto floral. Além disso, possuem

folhas imaturas por ocasião da antese, ou seja, no momento da abertura dos botões florais,

coriáceas quando maduras e pubescentes na face anterior (LORENZI; SOUZA, 2008).
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Figura 1. Imagem ilustrativa da Campomanesia pubescens.

A: Folhas e B: Flores de Campomanesia pubescens. 
Fonte: Imagens cedidas pelo Dr. Marcelo Kuhlmann.

Estudos demonstraram que as folhas da  Campomanesia pubescens  (D.C.)  O.  Berg

(guavira) (Tabela 1), colhidas em áreas nativas de Mato Grosso do Sul (MS), apresentaram

efeito  anti-inflamatório  devido  à  redução  dos  monócitos  circulantes  (GUERRERO et  al.,

2010) e efeito antioxidante frente ao método do β-caroteno/ácido linoleico (CARDOSO et al.,

2008) e do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (ROCHA; MORAIS; CHANG, 2011).

2.3 Composição química e atividades biológicas do gênero Campomanesia

As  plantas  são  fontes  vivas  de  imensa  variedade  de  metabólitos  secundários

(NEWMAN e CREAGG, 2020), esses por sua vez formam a base de muitos medicamentos e

fitoterápicos. Os diferentes constituintes químicos das plantas medicinais possuem atividades

biológicas que podem melhorar a saúde humana (SANCHITA e SHARMA, 2018).

Diversas espécies têm importância significativa na utilização de partes (raiz,  caule,

folhas, flores, frutos e sementes) (YANQUN et al., 2020). Os metabólitos secundários são

classificados de acordo com sua rota biossintética de diversos grupos químicos específicos

(HODEK et al., 2002).

Nas  diferentes  espécies  do  gênero  Campomanesia,  os  metabólicos  comumente

encontrados são as champanonas, os terpenos, os flavonoides, os taninos e as saponinas. Os

flavonoides  possuem  propriedade  antioxidante  e  farmacológicas  e  que  tem  sido  alvo  de

interesse  de  muitos  pesquisadores,  devido  as  evidências  de  que  essas  substâncias  afetam

funções  biológicas  como  a  permeabilidade  capilar,  processos  envolvidos  na  resposta

inflamatória, atividade de enzimas, receptores ou carreadores (NOROOZI et al., 1998; MOTA

et al., 2009).
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As folhas e cascas do caule da Campomanesia possuem propriedades que ajudam no

combate  à  diarreia,  à  febre  e  a  doenças  urinárias  e  diarreia  (ALICE  et  al.,  1995;

(RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Demonstrou-se que o extrato hexânico teve alta atividade antioxidante, conforme o

método β-caroteno/ácido linoleico (que reage com amostras não-polares) (CARDOSO et al.,

2008) e baixa atividade antioxidante, pelo método do α-diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH)

(que  reage  com  amostras  polares).  Os  extratos  etanólicos  das  folhas  de  Campomanesia

pubescens apresentaram atividade antioxidante (CHANG et al., 2011) o que torna esta planta

ainda mais promissora no âmbito da ciência farmacêutica.

Em teste de investigação química com extratos hexânico e acetato de etila dos frutos

de C. pubescens, a avaliação da atividade antioxidante, os teores de substâncias fenólicas e a

avaliação do efeito antiproliferativo foram promissores (CARDOSO et al., 2013).

Quadro 1 – Substâncias/classes químicas identificadas e/ou isoladas e atividades biológicas 

de espécies do gênero Campomanesia

Espécie Substâncias
identificadas
e/ou isoladas

Material
vegetal

Atividade biológica Autor/ano

Campomanesia 
eugenioides

Flavonoides,
triterpenos e

taninos

Extrato aquoso
das folhas

Atividade 
antimicrobiana

MOURA-
COSTA et al.,

2012.

Campomanesia 
guazumifolia

biciclogermacren
o (15%), globulol

(5%) e
espatulenol (5%)

Óleo essencial
da folha

Potencial antioxidante
e antimicrobiano

SANTOS et
al., 2019.
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Campomanesia 
guazumifolia

Três flavonoides
glicosilados e

ciclo-
hexanocarboxílic

o

Infusão de
folhas

Anti-inflamatório,
antiedematogénico,

atividade
antinociceptiva e
baixa toxicidade.

CATELAN et
al., 2018.

Campomanesia 
xanthocarpa

Cariofileno, α-
Eudesmol,
Guaiol, α-

Selinene, β-
cadinene

Extrato da
semente
(extração
SCCO2

Antidiabético e
hipolipídico

REGGINATO
et al., 2020.

Campomanesia 
xanthocarpa

β-cariofileno Extrato da
semente
(extração
SCCO2

Anti-inflamatório PETRY et al., 
2021.

Campomanesia 
xanthocarpa

Flavonoides,
saponinas e

taninos.

Folhas Efeitos anti- 
ulcerogênicos

MARKMAN
et al., 2004.

Campomanesia 
xanthocarpa

β-cariofileno, γ-
cadineno,
acadinol,

viridiflorol, α-
gurjunene

Extrato de
sementes
(SCCO2)

Antidepressivo ANZOLLIN et
al., 2022.

Campomanesia 
xanthocarpa

Flavonoides
glicosilados,

proantocianidinas
e flavano-3-ols

Extrato das
folhas

Atividade hipotensiva MORAIS et
al., 2020.

Campomanesia 
xanthocarpa

Hidrocarbonetos 
sesquiterpeno

Óleo essencial
da folha

Anti-leishmaniose FERREIRA et
al., 2021.

Campomanesia 
xanthocarpa

Flavonoides,
saponinas e

taninos

Extrato do fruto Atividade
antiadiarreica
e antibiótica

SOUZA-
MOREIRA et

al., 2011.

Campomanesia 
lineatifolia 
Ruiz e Pav.

Flavonoides,
taninos,

Catequina e
quercitrina

Extrato
etanólico das

folhas

Agente gastroprotetor
e efeito

antiulcerogênico

MADALOSS
O et al., 2012.

Campomanesia 
phaea

Derivados do
ácido  gálico,
derivados  do
ácido elágico

Extrato 
polifenólico

Ações terapêuticas
atenuando a

resistência à insulina
e a esteatose hepática

DONADO-
PESTANA et

al., 2020.

Campomanesia Óxido de Extração dos Ação no sistema WCZASSEK
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phaea cariofileno, beta-
cariofileno, beta-
selineno e alfa-

cadinol

frutos com 
água/etanol

nervoso central:
grooming e atividade

cardiovascular

et al., 2019.

Campomanesia 
reitziana

Dimetil- 
cardamonina

Extrato
metanólico dos

frutos

Efeitos 
antinociceptivos

NESELLO et
al., 2020.

Campomanesia
reitziana D.

Legrand

Chalconas,
dimetil

cardamonina

Fruto Gastroprotetora CURY et al., 
2022.

Campomanesia 
velutina

Flavonoides,
taninos e

compostos
fenólicos

Extrato aquoso
das folhas

Potencial tóxico
agudo e subagudo

para o sistema
hematopoiético

ARAÚJO et
al., 2017.

Campomanesia 
adamantium

Flavonoides 
isolados

Extrato aquoso
e extrato etil-

acetato de
folhas

Anti-inflamatória e
antinociceptivo

FERREIRA
et al., 2013.

Campomanesia 
adamantium

Casca: limoneno,
thujopseno
β-pineno
Polpa:

flavononas e
chalconas

Casca e polpa
microencapsu-

lada

Anti-inflamatória e
antidepressiva

VISCARDI, 
2017

Campomanesia 
adamantium

Chalconas,
flavonoides e

compostos
fenólicos

Extrato
hidroetanólico

das folhas

Atividades
mutagênicas

antimutagênica,
fagocitárias
esplênicas, e
apoptóticas

MARTELLO
et al., 2016.

Campomanesia 
adamantium

Ácidos gálico e 
elágico

Extrato aquoso
da raiz

Efeitos antioxidantes
e anti-

hiperlipidêmicos

DE TOLEDO
ESPINDOLA
et al., 2016.

Campomanesia 
aurea

p-cimeno
(8,33%), α-

cadinol
(10,72%),

Terpinoleno
(3,43%)

Óleo essencial
das folhas

Efeito bacteriostático
e atividade
antibiofilme

PACHECO et
al., 2020.
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Campomanesia 
pubescens

Chalconas Frutos inteiros e
frescos

Atividades
antiproliferativa
e baixa atividade

antioxidante

CARDOSO et
al., 2013.

Campomanesia 
pubescens

Flavonoides e
compostos

polifenólicos

Extrato
etanólico dos

frutos

Efeito antidepressivo
e ansiolítico do SNC

VILLAS
BOAS et al.,

2020.

Fonte: A autora (2023).

2.3.1 Composição química do chá de Campomanesia pubescens

As folhas de Campomanesia pubescens foram coletadas em Dourados-MS. A exsicata

está depositada no Herbário da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), sob o

número 839. A coleta foi registrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e

Conhecimentos Tradicionais Associados do governo brasileiro sob código A055721.

As folhas foram secas em estufa de circulação de ar a 37 ± 2°C, e moídas em moinho

tipo  Willey  (Marconi)  com  uma  peneira  de  malha  10.  Logo  depois,  as  mesmas  foram

armazenadas,  identificadas para posterior preparo do infuso.  A infusão das folhas das foi

obtida pelo método descrito por Catelan et al. (2018), em que folhas na proporção de 20 g/L

permaneceram em contato com água previamente aquecida a 95-100 °C, por 20 min em um

recipiente  fechado  e  depois  mais  10  minutos  com recipiente  aberto.  Após  o  término  do

período  de  contato,  a  infusão  das  folhas  foi  filtrada,  liofilizada  (Alpha  1–2LD  Plus,

equipamento  Christ  e  parâmetros  de  vácuo  de  0,045  mbr  e  temperatura  de  -42  °C)  e

armazenada  em  frasco  hermeticamente  fechado  e  mantido  à  temperatura  de  -20°C.  O

rendimento foi calculado pela razão entre a planta seca e o extrato liofilizado.

A amostra de extrato foi preparada na concentração de 1 mg/mL para os testes de

compostos fenólicos, flavonoides, taninos e saponinas. Todas as análises foram realizadas em

triplicata.

2.3.1.1 Cromatografia Líquida de Alto Desempenho (HPLC)

A  análise  foi  realizada  em  um  Cromatógrafo  Líquido  de  Alto  Desempenho

Prominence® HPLC Shimadzu com detector com arranjo de diodo SPD-M20A. A coluna

utilizada foi Shim-pack XR-ODS (2 mm x 75 mm) com partículas de 2,2 µm da Shimadzu.
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Foi empregado um sistema binário durante a análise (Tabela 2), com água com 0,1%

de  ácido  fórmico  como  solvente  A  e  acetonitrila  como  solvente  B.  Foi  realizado  o

monitoramento do detector entre os comprimentos de onda de 200 e 800 nm.

Tabela 2 – Proporção de solvente durante a análise cromatográfica

Tempo Solvente B

0 – 3 min 5 – 12%

3 – 7 min 12 – 13%

7 – 7,5 min 13 – 35%

7,5 – 9 min 35 – 50%

9 – 16 min 50 – 90%

16 – 18 min 90 – 5%

18 – 19 min 5%

Fonte: A autora, 2023.

As amostras foram preparadas na concentração de 1 mg mL-1 e foi injetado 1 µL em

triplicata.

2.3.1.2 Compostos fenólicos

Os compostos fenólicos seguiram a metodologia de Folin-Ciocalteu (DJERIDANE et

al., 2006), método colorimétrico, onde foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sódio 20%,

0,5 mL do reagente de Follin-Ciocalteu (1:10 v/v) e 1 mL de água em 100 µL de amostra.

Aguardou-se reação por 30 minutos e fez-se leitura em comprimento de onda de 760 nm. O

resultado foi expresso em mg de ácido gálico equivalente por g de extrato (mg AGE g-1).

2.3.1.3 Flavonoides

Utilizando o método descrito por Djeridane et al. (2006) foi feita determinação dos

flavonoides, onde foram adicionados 1000 µL de cloreto de alumínio 2% (AlCl3. 6H2O) em

metanol em cada 1000 µL de cada amostra; depois de 15 minutos de reação, foi realizada a

leitura em comprimento de onda de 430 nm. A concentração de flavonoides foi calculada por

meio de uma curva analítica utilizando a rutina como padrão em concentrações de 1 até 50 µg

mL-1. O resultado foi expresso em mg de rutina por g de extrato liofilizado (mg REg-1).
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2.3.1.4 Taninos

Os  teores  de  taninos  foram  determinados  pelo  método  de  Folin-Denis  conforme

descrito por Pansera et al. (2003) com adaptações. A reação durou cerca de 120 minutos, foi

adicionado 500 µL de reagente Folin-Denis em seguida 500 µL de carbonato de sódio 8%

(m/v) a cada 500 µL de amostra. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 725 nm.

A concentração de taninos foi calculada utilizando padrão de ácido tânico e expresso em mg

de equivalente de ácido tânico (TAE) por g de extrato liofilizado.

2.3.1.5 Saponinas

Foram determinadas pela formação do favo de mel da espuma resultante agitação de 5

mL de um extrato aquoso da amostra e a adição de bicarbonato de sódio e persistência da

mesma por mais de 3 minutos (GUTERRES et al, 2022).

2.3.1.6 Atividade Antioxidante pelo método DPPH

A  atividade  antioxidante  foi  avaliada  pelo  método  descrito  por  Kumaran  e  Joel

Karunakaran (2006). O extrato foi analisado nas concentrações 1, 10, 100, 500, 1000 µg/mL.

A solução de DPPH 0,004% em metanol (3000 µL) foi adicionada a cada 100 µL amostra. As

amostras foram feitas em triplicata e lidas em comprimento de onda de 517 nm, 30 minutos

após  a  reação.  Os resultados  obtidos  foram expressos  em concentração inibitória  mínima

(CI50) indicando a concentração para inibir 50% do radical DPPH.

2.3.1.7 Análise do potencial fotoprotetor

Para determinar o potencial fotoprotetor, o extrato (200 µg mL-1) foi preparado e as

leituras foram realizadas em espectrofotômetro UV/sVis entre 290 e 320 nm, com intervalo de

5 nm. Água destilada foi utilizada como branco e as absorbâncias obtidas foram substituídas

na Equação conforme descrito por Mansur et al. (1986).
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2.3.1.8 Avaliação da atividade antibacteriana

A amostra  foi  analisada  nas  concentrações  de  15-1000  µg  mL-1.  Os  ensaios  para

determinar o potencial antibacteriano foram realizados obedecendo-se à metodologia descrita

por Bernardi et al. (2017). A atividade antibacteriana foi testada contra cepas de bactérias das

espécies  Burkholderia  cepacia  (NEWP  0059),  Enterococcus  faecalis  (ATCC29212),

Escherichia coli  (ATCC 38731),  Pseudomonas aeruginosa  (ATCC27853),  Staphylococcus

epidermidis  (ATCC12228),  Staphylococcus  aureus  (ATCC  25232)  e  Staphylococcus

saprophyticus (ATCC15305). Utilizou-se a tetraciclina (15µg mL-1) como controle positivo.

Todas as análises foram realizadas em triplicata.

2.4 Ensaios de toxicidade in vivo

A regulamentação para o registro de medicamentos fitoterápicos está em conformidade

com  a  Resolução  de  Diretoria  Colegiada  (RDC)  48/2004,  que  descreve  e  determina  os

aspectos  essenciais  ao  registro  (identificação  botânica,  padrão  de  qualidade,  eficácia  e

segurança)  que validem as indicações terapêuticas  propostas  (COELHO et  al.,  2022).  Há

ainda as Resoluções Específicas como a RE 90/2004, contendo o Guia para realização dos

testes de toxicidade pré-clínica de fitoterápicos.

A ANVISA elaborou um guia de conduções de estudos pré-clínicos onde estes são

descritos com direcionamento para a avaliação e identificação de possíveis efeitos adversos

com associação a toxicologia das substâncias e sua interação com os sistemas fisiológicos ou

órgão-alvo.  Caracterizando  também  a  relação  dose-resposta,  efeitos  agudo,  subagudo  e

crônico,  e  a  reversibilidade  dos  efeitos  tóxicos  no  organismo  (OECD,  2008a,  2008b;

CANTATORE, et al, 2022).

Toxicidade é definida como a propriedade potencial de uma determinada substância de

gerar um estado patológico em consequência de sua inserção ou interação com o organismo

(BANDARANAYAKE, 2006; NEWMAN et al, 2007). A toxicidade, no contexto do uso de

produtos naturais pode ser considerada um problema de saúde pública, pois o aumento de

casos  de  intoxicação  cada  vez  mais  têm  sido  relatados  envolvendo  o  uso  de  plantas

(SILVEIRA et al., 2008; EKOR, 2013).

Alergias em pele e mucosas, distúrbios cardiovasculares, respiratórios, metabólicos,

gastrintestinais, neurológicos e, em alguns casos, o óbito são reações adversas comumente

encontradas em efeitos tóxicos de plantas (SINITOX, 2012; VASCONCELOS et al., 2021).
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Sendo  assim,  as  investigações  são  de  suma  importância  para  o  controle  dessas

ocorrências de intoxicação e os Centros de Informação e Assistência Toxicológica (CATs)

são responsáveis pelo registro das ocorrências de intoxicação (SINITOX, 2012).  Segundo

Monseny (2015),  as  intoxicações  humanas  fatais  são  raras  e  as  notificações  totais  serem

baixas ainda se faz necessário cautela e mais estudos sobre o uso de plantas medicinais, visto

que muitos casos são notificados como exposição a agente tóxico desconhecido.

2.4.1 Teste de toxicidade com Artemia salina

De acordo com metodologia adaptada de Meyer (1982) ovos de Artemia salina foram

colocados para eclodir em uma solução salina de sal marinho (30 g L-1) com pH entre 8,0 a

9,0 com solução 0,1 mol L-1 de NaOH. com aeração por 48 horas em temperatura ambiente.

Foram transferidos 10 náuplios para tubos com diferentes concentrações (10, 100, 1000, 2000

mg/mL) do chá de C. pubescens Na solução inicial, foi utilizado um controle para realizar a

contagem do naúplios para estimar a DL50 realizada após 24 horas.

2.4.2 Toxicidade aguda

Os  testes  relacionados  à  toxicidade  são  fundamentais  pois  fornecem  informações

referentes  às  reações  adversas  ou  efeitos  adversos  que  possam  acontecer  no  organismo

humano após o uso de uma planta medicinal ou fármaco. A toxicidade aguda refere-se à

exposição a curto prazo a um composto químico, seja por via dérmica, oral ou inalatória

(OECD, 2008a). A maioria das informações sobre a via mais comum de toxicidade remetem à

via oral (forma grave), sendo que a mesma ocorre de forma acidental em diversas situações e

ambientes por meio ingestões após respingos inesperados ou liberação repentina, consumo de

produtos  químicos  presentes  nos  alimentos,  bebidas  ou outros  produtos  (CRETON et  al.,

2010; FALCÃO et al., 2022).

Neste  tipo  de  ensaio  devem  ser  consideradas  todas  as  informações  possíveis

relacionadas  à  planta/substância  utilizada.  O  intuito  é  obter  mais  informações  de  suas

estruturas químicas, atividades biológicas, propriedades e testes que por ventura já tenham

sido feitos  in vivo  ou  in vitro.  Tais informações determinam a relevância das substâncias

analisadas e sua utilidade para saúde do ser humano. A prioridade do teste é determinar a

dose inicial adequada para uso (OECD, 2008a; DORNELES, 2022).
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A dose letal média (DL50) é identificada por meio da toxicidade oral aguda. A DL50

é estimada pela capacidade de induzir a morte de metade dos animais do grupo teste. Esta

determinação acontece após uma única dose dentro de um período de 24 horas, que fornece

estimativa  que  permite  classificar  a  substância  teste  quanto  a  seus  efeitos  (SOARES  e

SOUZA,  2022).  Com  a  intenção  de  diminuir  o  uso  de  animais,  um  novo  guideline  foi

estabelecida no ano de 1981, sob o número 401. Em 1987, a diretriz propôs um delineamento

experimental de três grupos compostos por cinco (5) animais de cada sexo, usando dose

acima de 5000 mg/kg. No mesmo ano, uma nova alteração permitiu utilizar apenas um sexo e

também a redução da dose para 2000 mg/kg, com exceções para teste que haja informações

precedentes e haja necessidade de doses maiores (CRETON et al., 2010; EL MOUSSAOUI et

al., 2020).

Baseado na diretriz 425 “Acute oral toxicity – Up and down procedure” da OECD

(OECD,  2008a),  com  adaptações  descritas  por  Traesel  et  al.  (2017),  sendo  dois  grupos

experimentais: 1) Grupo controle (1 mL água v.o), e 2) Grupo tratado (2000 mg/kg v.o). A via

de administração é escolhida de acordo com a indicação popular de uso.

Na ingestão de infusos de modo geral opta-se pela via oral, levando em consideração

que a população faz o uso por meio da via oral. Com uso de agulha de gavagem é realizado o

tratamento dos animais.

A determinação do modelo animal segue as normativas estabelecidas na diretriz 425

pela OECD (OECD, 2008a), em que se utiliza Rattus norvegicus da linhagem Wistar, sendo

possível também utilizar outros tipos de roedores sendo preferencialmente o delineamento

com fêmeas, nulíparas, não prenhes aproximadamente com idade de 8 a 12 semanas.

A dose  de  2000  mg/kg  é  estipulada  quando  há  estudos  prévios  ou  outro  tipo  de

informação relacionada à toxicidade realizada com a espécie de planta em estudo. Após essa

delimitação,  a  um animal  por  vez,  é  administrada  a  dose  selecionada  de  acordo  com o

protocolo, que consiste da observação do primeiro animal a receber a dose (observando sinais

de  toxicidade),  e  em sequência  os  demais  animais  (quatro)  também recebem respectivas

doses. A observação segue a fim de identificar sinais de toxicidade e estimar a DL50.

Nos casos onde não há informações ou estudos relacionados à toxicidade in vitro ou

in vivo com as espécies e a parte da mesma utilizada, as recomendações são que se aplique o

fator de progressão 3,2 na sequência de (1,75; 5,5; 17,5; 55; 175; 550; 1750 mg/kg), assim a

dose  recomendada  para  iniciar  é  175  mg/kg  (OECD,  2008a).  Após  a  primeira  dose

administrada  com  a  sobrevivência  do  animal,  observa-se  o  mesmo  durante  24h.  Não

apresentando sinais de toxicidade, administra-se uma dose maior seguindo o fator de
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progressão. Se, no entanto, acontecer óbito na primeira administração (primeiro animal), a

próxima  dose  deve  ser  inferior,  baseando-se  assim  nos  sinais  clínicos  observados.  A

observação então de sinais clínicos e os animais quando o óbito não acontece entende-se que a

estimativa de DL50 é  acima da dose administrada,  e então esses animais permanecem em

observação por mais 14 dias do estudo.

Durante estes 14 dias são observados e registrados sinais clínicos e tóxicos baseados

nos cinco parâmetros do  screening hipocrático  conforme descrição de Malone; Robichau,

(1962). Ainda são anotados consumo hídrico e alimentar, pelo método de registro diário do

peso da ração e do volume final da água disponível em cada gaiola e também o peso de cada

animal. No 15º dia de experimentação todos os animais do grupo controle e grupo tratado

foram submetidos a eutanásia e autópsia macroscópica (ANVISA, 2013).

Todos os sinais clínicos devem ser sistematicamente anotados, levando-se em conta os

cinco  parâmetros  do  screening  hipocrático  (MALONE;  ROBICHAU,  1962),  descritos  a

seguir:

1) Estado Consciente: avaliado através da observação da atividade geral do animal dentro da 

caixa;

2) Atividade e Coordenação do Sistema Motor: avaliada através da resposta ao toque, da

resposta do aperto da cauda, do endireitamento e da força para agarrar do animal;

3) Reflexos: avaliados através da resposta ao estímulo auricular e corneal;

4) Atividades sobre o sistema nervoso central: avaliadas através da observação de tremores, 

convulsões, cauda em straub, sedação e/ou anestesia;

5) Atividades sobre o sistema nervoso autônomo: avaliadas através da observação de

lacrimação, cianose, ptose, salivação e/ou piloereção.

Além  da  observação  dos  parâmetros  hipocráticos,  os  animais  também  devem  ser

monitorados quanto ao consumo de água e ração e peso corporal. Ao final do período de

observação, todos os animais devem ser submetidos à eutanásia e autopsiados (ANVISA,

2013).

2.4.2.1 Desenho experimental de toxicidade aguda

Os  animais  foram  cedidos  pelo  Biotério  da  UFGD  e  mantidos  no  biotério  da

Faculdade de Ciências da Saúde (FCS), da UFGD em caixas de polipropileno, em

temperatura controlada (22 ± 2°C), ciclo escuro/claro de 12 h e livre demanda de água e

comida.  Os  procedimentos experimentais seguiram as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentação
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Animal e de acordo com as diretrizes da Declaração Universal dos Direitos dos Animais com

os Princípios  Éticos  em Pesquisa  Animal  e  aprovado pelo  Comitê  de  Ética  para  Uso de

Animais da UFGD (Protocolo nº 78/2021).

A pesquisa foi feita de acordo com o protocolo baseado nas Diretrizes 425 da OECD:

Oral Acute Toxicity - Up-and-Down Procedure (OECD, 2008) com adaptação de Traesel et

al. (2017). Dez ratas foram alocadas aleatoriamente em dois grupos experimentais (n=5): 1)

grupo  controle  negativo  recebeu  tratamento  oral  com  solução  veículo  e  2)  grupo  teste

administrado por  gavagem a  dose  de  2000 mg/kg de  Inf-L-CP.  Antes  da  gavagem,  cada

animal foi identificado, pesado e avaliados seus sinais clínicos. Os animais foram observados

nas primeiras 24 h; posteriormente, foram observados uma vez ao dia, durante 14 dias, com

registro diário da ingesta hídrica e nutricional e ganho ponderal de cada animal. Os animais

ainda  foram  analisados  de  acordo  com  a  triagem  hipocrática  proposta  por  Malone  e

Robichaud (1962): estado consciente; atividade e coordenação do sistema motor e tonificação

muscular; reflexos corneanos e auriculares; atividades do sistema nervoso central e atividades

do sistema nervoso autônomo. A eutanásia ocorreu no dia 15 após as avaliações e os animais

foram submetidos à eutanásia com overdose de anestésicos até  que não houvesse reflexo

corneano seguido de exsanguinização. Órgãos (coração, pulmão, baço, fígado, rim, útero e

ovário)  foram  removidos,  pesados  e  examinados  macroscopicamente  para  quaisquer

alterações e enviados para análise microscópica tecidual. Com este teste pode-se estimar a

dose letal mediana (DL50) (Figura 2).
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Figura 2. Desenho experimental de toxicidade aguda.

Fonte: A autora, 2023.

2.4.3 Toxicidade subaguda

A determinação da toxicidade oral por doses repetidas a curto prazo acontece após a

determinação de informações iniciais obtidas nos testes de toxicidade aguda. A toxicidade

subaguda  investiga  os  possíveis  sinais  de  toxicidade,  fornecendo  também  informações

relevantes  sobre os  possíveis  riscos para  a  saúde que possam surgir  durante  ou após um

período de exposição a doses repetidas e seus possíveis efeitos sobre os sistemas do corpo

humano (ANVISA, 2013; OECD, 2008b).

Os  estudos  de  toxicidade  oral  de  doses  repetidas  vêm  sendo  empregados  para

descrever o potencial que uma determinada substância possui de causar algum dano. Estuda-

se então a dose, as mudanças fisiológicas e hemodinâmicas, as alterações bioquímicas, as

hematológicas e histopatológicas que, por meio delas, é possível então determinar o potencial

toxicológico  do  composto/substância  testada.  Este  estudo  em  28  dias  pode  fornecer

informações  sobre  a  exposição  de  doses  repetidas  e,  por  consequência,  indicar  se  novos

estudos serão necessários a longo prazo, bem como, estudos de toxicidade crônica. Por fim, o
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estudo deve permitir: a caracterização da toxicidade da substância de teste, a indicação da

relação dose-resposta e a determinação da Dose de Efeitos Adversos Não Observáveis ou

dose NOAEL (do inglês, No-Observed Adverse Effect Level) (OECD, 2008b).

Existem muitas regras para realizar um estudo de toxicidade, principalmente quando

se está prospectando um novo medicamento, em geral, usam-se doses muito maiores do que a

esperada  para  uso  humano  onde  ocorre  a  hormese  (resposta  à  exposição  à  quantidade

crescente de uma substância) e, esses por sua vez, não substituem o modo de uso tradicional.

Não obstante, ao se estabelecer a NOAEL é possível ter um melhor entendimento sobre os

possíveis riscos (QUEIROZ et al., 2013). Mesmo quando não há uma significância estatística

isso não indica por si só que não há de fato efeitos adversos para a determinação da NOAEL

podendo-se  então  realizar  uma  análise  combinada  dos  efeitos  biológicos  e  estatísticos

(ENGELHARDT, 2005).

2.4.3.1 Desenho experimental de toxicidade subaguda

Setenta animais foram randomizados em cinco grupos (n=5 fêmeas e n=5 machos).

Foram utilizados dois grupos controles, sendo que no controle negativo, os animais receberam

água (veículo Inf-L-CP) por gavagem (administração oral de 2 mL/100g de peso corporal).

Simultaneamente, o controle positivo foi tratado por gavagem com água (veículo Inf-L-CP) e

recebeu ciclofosfamida intraperitonial na concentração de 20 mg/kg de peso corporal 24 h

antes da eutanásia (ARALDI et al., 2014; KRISHNA; HAYASHI, 2000; RIBEIRO, 2003).

Três grupos receberam Inf-L-CP oral em doses de 250 mg/kg; 40 mg/kg e 15 mg/kg por 28

dias consecutivos (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental de toxicidade aguda até a eutanásia.

Fonte: A autora, 2023.

2.4.4 Toxicogenética

A  genética  toxicológica  abrange  uma  área  de  estudo  da  toxicologia  que  realiza

diversas  avaliações  de  efeitos  genotóxicos  produzidos  por  agentes,  sejam eles  físicos  ou

químicos, seja por uma exposição aguda ou subaguda, que por sua vez possa resultar em

possíveis danos às moléculas de ácido desoxirribonucleico (DNA). A geração de danos no

DNA é considerada como um evento inicial importante na carcinogênese. Existe uma bateria

considerável de ensaios para a detecção de diferentes efeitos genotóxicos de compostos em

sistemas  experimentais,  ou  para  investigações  de  exposição  a  agentes  genotóxicos  em

ambientes ou ocupacionais. Alguns dos ensaios podem ter uma utilização limitada devido a

uma configuração técnica  complicada  ou  porque  são  aplicáveis  apenas  a  alguns  tipos  de

células. (DE LIMA et al., 2016).



32

Os  ensaios  de  genotoxicidade  são  normalmente  utilizados  para  identificar

extratos/substâncias  que  têm  a  capacidade  de  interagir  com  ácidos  nucleicos  em  baixas

concentrações. Quando um agente tóxico interage com o DNA, esta interação pode levar a

aberrações cromossômicas e/ou alterações na estrutura do DNA que podem afetar a fidelidade

da mensagem e levar a alterações irreversíveis na célula. As consequências de tal deficiência

de  DNA  podem  ser  o  estabelecimento  e/ou  predisposição  para  doenças,  aumento  da

morbidade/mortalidade, alterações nas características hereditárias e diminuição da capacidade

reprodutiva (LÁZARO et al., 2010).

Os  eventos  adversos  associados  aos  medicamentos  continuam a  ser  um problema

significativo, apesar dos extensos e bem regulamentados processos de registo para provar a

eficácia e a segurança dos medicamentos. As reações adversas aos medicamentos (RAM) são

comuns e uma causa significativa de morbidade e mortalidade (QUEIROZ et al., 2013).

A avaliação de genotoxicidade isolada de demais ensaios não é recomendada pois

demais fatores devem ser analisados como carcinogenicidade e efeitos mutagênicos, diante

então  dos  resultados  obtidos  dão  suporte  para  possível  uso  de  substâncias  naturais  ou

sintéticas  (RIBEIRO,  2003).  As  substâncias  derivadas  de  plantas  ou  não  que  promovem

lesões estruturais ou funcionais quando têm interação com DNA e podem causar mutações,

levando  em  consideração  que  exposições  por  doses  repetidas  a  longo  prazo  a  agentes

genotóxicos levam a maiores. Tais lesões podem ser quantificados por meio de teste in vitro e

in vivo aumentam a exequibilidade de gênese de tumores (ANVISA, 2013; VILAS BOAS et

al.,; 2018; OECD, 2016b).

Alterações na taxa de divisão celular e/ou na estrutura do DNA são prejudiciais para

as  células,  o  que  pode  interferir  com  processos  vitais  como  a  replicação  do  DNA  e  a

transcrição de genes. Além disso, estas alterações podem também causar mutações genéticas e

aberrações cromossômicas que contribuem para o desenvolvimento do cancro e morte celular

(HAYASHI et al., 1990; DE FLORA; FERGUSON, 2005; OSSANA et al., 2013).

As substâncias genotóxicas são classificadas como: agentes causadores de danos ao

DNA (genotoxicidade); ou lesões gênicas e mutações gênicas (mutagenicidade); causadores

de  câncer  (carcinogenicidade)  e  causadores  de  anomalias  congênitas  (teratogênese)

(TRAESEL et al., 2017).

Por  conseguinte,  é  extremamente  importante  avaliar  a  genotoxicidade  durante  a

avaliação pré-clínica de extratos/substâncias de plantas, a fim de verificar o seu potencial

mutagênico,  tanto  em  termos  de  segurança  como  econômicos,  uma  vez  que  as  plantas

medicinais são amplamente utilizadas na medicina popular e como recurso para o
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desenvolvimento de novos medicamentos (DI STASI et al., 2002, MELO-REIS et al., 2011).

Por outro lado, estes testes podem também identificar os extratos de plantas que têm um efeito

antagônico  à  genotoxicidade,  tais  como  um  efeito  anti-genotóxico,  antimutagênico  e/ou

anticancerígeno (IDAOMAR et al., 2002; FELÍCIO et al., 2011).

Os  danos  no  DNA  podem  ser  reparados  por  vários  mecanismos  de  reparação,

incluindo a reparação da excisão de base (BER, do inglês Base Excision Repair), reparação de

excisão  de  nucleotídeos  (NER  do  inglês  Nucleotide  Excisions  Repair),  recombinação

homóloga e reparação de junção final não homóloga (NHEJ) (WOJEWÓDZKA et al., 2011;

JUGAN et al., 2011; Li et al., 2011a). Existem mais duas vias envolvidas no reparo de lesões

no DNA, são elas: reparo direto e reparo por incompatibilidade (MMR do inglês  Mismatch

Repair) (EKER et al., 2009; RAM et al., 2013).

2.4.5 Genotoxicidade

A  genotoxicidade  é  uma  preocupação  crescente,  pois  pode  determinar  o  início  e

progressão de anomalias celulares. Pode ser definida como alterações genéticas destrutivas

envolvendo  mutações  genéticas,  aberrações  cromossômicas  estruturais,  e  recombinação

induzidas por genotoxinas (XIE et al,. 2011; SHAH et al,. 2012). Também conhecida como

toxicidade genética, a genotoxicidade faz parte da toxicologia e tem por objetivo de verificar

se a substância investigada possui capacidade de causar dano ao material genético capaz de

ocasionar lesão gênica, mutação gênica ou alteração cromossômica (QUEIROZ et al., 2013;

ANVISA, 2013).

As genotoxinas são agentes que podem danificar a sequência de DNA e a estrutura

cromossômica por adição, eliminação, duplicação, formação de anéis, etc. São classificadas

em três grupos com base nos seus efeitos: (a) carcinogênicos ou agentes causadores de

cancro,

(b) mutagênicos ou agentes causadores de mutação, e (c) teratogênicos ou agentes causadores

de defeitos de nascença (MOHAMED et al,. 2011).

É impossível registar um novo medicamento sem realizar ensaios de genotoxicidade.

Em 1984, o Ministério da Saúde e Bem-Estar (MHW) do Japão adotou o uso de ensaios de

genotoxicidade para aprovar novos fármacos (RAMA et al,. 2002). Além disso, a Food and

Drug Administration (FDA) recomenda a realização de ensaios de genotoxicidade para todos

os  novos  fármacos,  antes  de  realizar  ensaios  clínicos  e  receber  autorização  de

comercialização. As autoridades reguladoras na maioria dos países têm diretrizes específicas
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para testar os candidatos a medicamentos tendo os ensaios de genotoxicidade como parte da

avaliação de segurança (AMOABEDINY et al, 2009).

Nos últimos anos muitas plantas medicinais prospectadas para o uso humano têm sido

avaliadas  frente  ao  seu  potencial  genotóxico.  De  acordo  com  a  literatura,  30%  dessas

mostraram genotoxicidade e esse alto índice reforça a importância desse tipo de avaliações

em plantas  e  seus  derivados  de  interesse  medicinal  (NATARAJAN,  1993;  DE  FLORA;

IZZOTTI, 2007; SPONCHIADO et al., 2016; SAKS et al., 2017).

As mutações podem ser induzidas por duplicação, deleção ou inserção. O controle de

substâncias  é  a  melhor  maneira  de  controlar  os  efeitos  deletérios  desses  compostos  com

atividade antimutagênica/anticlastogênica, bem como, os compostos que diminuem ou inibem

a mutagenicidade e  desmutagênicas  a  partir  do uso de plantas  medicinais  (SILVA et  al.,

2008).

2.4.5.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula única (SCGE, do inglês Single Cell

Gel  Electrophoresis),  é  um  método  sensível  de  detecção  de  quebras  na  fita  de  DNA,

amplamente  utilizado  em  testes  de  genotoxicidade,  biomonitoramento  humano,

ecogenotoxicologia e em pesquisas básicas sobre o mecanismo de dano e reparo da molécula

de  DNA (COLLINS,  2004).  As  vantagens  do  ensaio  in  vivo  de  cometas  incluem a  sua

aplicabilidade a vários tecidos e/ou tipos de células especiais, a sua sensibilidade para detectar

baixos níveis  de danos de DNA, a  sua exigência  de um pequeno número de células  por

amostra, a facilidade geral de execução do ensaio, o pouco tempo necessário para completar

um estudo e o seu custo relativamente baixo (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

Consiste em fazer passar uma corrente elétrica pelas células lisadas, embebidas em gel

de agarose de baixo ponto de fusão, sobre lâminas para microscopia (BETTI et al., 1994).

Com isso, o DNA fragmentado sai da célula lisada, formando um rastro semelhante a cauda

de um cometa (AFANASIEVA et al., 2010). A técnica foi primeiramente descrita por Östling

e Johanson (1984), que desenvolveram a metodologia de eletroforese do DNA em microgel.

Eles utilizaram radiação para gerar danos no DNA de células de mamíferos e observaram que,

a extensão da cauda de DNA liberada era proporcional a quantidade de radiação utilizada

(FAIRBAIRN et  al.,  1995).  A técnica foi  então aprimorada por  Singh et  al.  (1988),  que

atribuíram maior sensibilidade à técnica com a utilização de solução alcalina. De acordo com

Singh et al. (1988), o ensaio cometa é um método rápido, sensível e relativamente simples
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para medir danos no DNA. Essa técnica pode ser utilizada em uma vasta gama de organismos

(humanos, animais, plantas), tanto em culturas in vitro com in vivo, desde que as amostras

possam ser preparadas como suspensão de células únicas (NERI et al., 2015).

O  método  alcalino  do  cometa  com  pH  maior  que  10  permite  então  que  haja  a

desnaturação do DNA, e também a detecção de sítios álcali lábeis, fazendo com ele seja bem-

aceito devido ao seu amplo alcance na verificação de danos ao DNA (HARTMANN et al.,

2003;  COLLINS et  al.,  2014).  Nesse  caso,  a  desnaturação da  molécula  de  DNA detecta

quebras de fita simples e duplas, sítios álcali-lábeis, ligações cruzadas e sítios de reparação

por excisões incompletas (KAPPEL, 2007).

Este  estudo  é  baseado  no  protocolo  “In  Vivo  Mammalian  Alkaline  Comet  Assay”

(OECD, 2014a).  Para o teste recomenda-se que sejam utilizados animais adultos jovens e

saudáveis,  de ambos os sexos com grupos de cinco animais,  contendo também grupos de

controle positivo e controle negativo. Com tratamento de doses diárias deve ser desenvolvido

por tempo suficiente que possa haver ação no tecido alvo, sendo o tempo mínimo de dois dias

(HARTMANN et al., 2003). Também é possível verificar quebras que possam acontecer nas

cadeias do DNA, e essas por sua vez podem ser vistas por meio da migração de segmentos do

DNA aumentadas, o que resulta em células com imagens semelhantes a cometas (COLLINS,

2015; GODSCHALK et al., 2013).

2.4.5.2 Delineamento experimental do ensaio cometa

Para análise de possíveis danos ao DNA provocados pelo infuso da C. pubescens em

ratos, antes da eutanásia, 20 μL de sangue periférico foram coletados da cauda de cada animal

e transferidos para microtubo eppendorf contendo 120 μL de agarose de baixo ponto de fusão

(1,5%) a 37º C. Este homogenato foi  depositado em lâminas previamente revestidas com

agarose (5%). Após a solidificação da agarose, as lamínulas foram removidas e as lâminas

foram inseridas na cuba com solução de lise final (89,0ml solução estoque - 2,5M NaCl,

100mM EDTA, 10,0mM Tris, pH 10,0 corrigido com NaOH sólido; 1,0ml Triton X-100 e

10,0ml de DMSO) por 1 hora, à temperatura de 4°C, por 2 h protegido da luz para remoção da

membrana celular e extravasamento de DNA. Posteriormente ao processo de desnaturação, as

lâminas foram imersas em equipamento de eletroforese com solução alcalina pH>13,0 (300,0

mM NaOH e 1 mM EDTA, preparada a partir de solução estoque de 10 N NaOH e 200 mM

EDTA 200,0, com pH corrigido para 10), permanecendo em descansar por 20 min. Após o

repouso, foram submetidos à corrida eletroforética por 20 min a 4°C e voltagem ajustada em
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300 mA e 25 V. As lâminas foram expostas à solução de neutralização com pH 7,0 (400 mM

Tris-HCl) por 15 minutos cada, lavadas e secas à temperatura ambiente. Foram fixadas em

solução (ácido acético 15%, sulfato de zinco 5% e glicerol 5%) logo depois, coradas com

nitrato de prata (MUELLER et al., 2018). Em seguida, as lâminas foram lavadas com água

destilada e submersas por 5 minutos em ácido acético. A visualização dos fragmentos de

DNA e os mesmos foram analisados com microscópio óptico com aumento de 400x.

As lâminas foram identificadas e examinadas em duplo cego, sendo que 100 células

por animal foram analisadas aleatoriamente. As células foram classificadas da seguinte forma:

0 a 4, em que 0 representam células sem dano ao DNA e 4 células com o dano máximo

(ARALDI et al., 2015) classe 0 (sem danos); classe 1 (células com tamanho de cauda menor

que o diâmetro do nucleoide); classe 2 (células com tamanho de cauda 1-2 vezes o diâmetro

do nucleoide); e classe 3 (células com tamanho de cauda maior que duas vezes o diâmetro do

nucleoide). Além disso, foram calculados o escore de dano e a frequência de cada amostra. A

pontuação foi determinada multiplicando-se o número de células registradas em cada classe

de dano pelo valor numérico da classe e somando todos os valores resultantes (Figura 4).

Figura 4. Dano ao DNA por meio do teste cometa.

Classificação de 0 a 4, em que 0 representam células sem dano ao DNA e 4 células com o
dano máximo. Imagens de microscópio de fluorecência.
Fonte: ARALDI et al., 2015.

2.4.6 Mutação gênica e ensaio do micronúcleo

Para a detecção de agentes clastogênicos (que quebram cromossomos) e aneugênicos

(que induzem aneuploidia ou segregação cromossômica anormal) o teste do micronúcleo é um

ensaio  biológico  bem  estabelecido  âmbito  da  mutagenicidade  amplamente  aceito  pelas

agências internacionais de regulação (OECD, 2014b). Este teste é bem-aceito pelo fato de ser

um importante biomarcador testado in vivo e in vitro em pesquisas que se queria saber os
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danos citogenéticos causados por substâncias genotóxicas (ARALDI et al., 2013). Conhecido

como corpúsculos de Howell-Jolly, que tem associação a fragmentos convergentes expulsos

do núcleo das células nos estágios tardios da anáfase (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Sua

formação está relacionada a rupturas cromossômicas (clastogênese) ou bloqueio do aparelho

mitótico (aneugênese) (SWAPAN; DEY, 2010).

A definição de micronúcleo é caracterizada pela perda de cromatina em consequência

de dano cromossômico estrutural ou danos no aparelho mitótico (RIBEIRO et al., 2003). No

processo de maturação celular,  presente na medula o eritroblasto resulta em um eritrócito

policromático. Sendo o núcleo da célula é repelido, porém se um micronúcleo tenha sido

formado  permanece  na  célula.  Contudo,  essa  frequência  em  excesso  de  eritrócitos

policromáticos com micronúcleo pode indicar dano cromossômico induzido (OECD, 2014b).

É  possível  determinar  se  a  substância  testada  afeta  geneticamente  a  formação  de

micronúcleos  constituídos  por  material  cromossômico  da  célula  precursora  por  meio  da

indução a formação de micronúcleos através dos efeitos clastogênicos ou aneugênicos por

meio da identificação de cinetocoros que tiveram um retardo na divisão celular, bem como, a

presença  de  centrômeros  específicos.  (HAYASHI,  2000).  Ao  longo  da  eritropoiese,  que

acontece na medula óssea ou baço, os micronúcleos são formados, em geral, os eritroblastos

perdem  seu  núcleo  ao  término  da  mitose  o  que  por  sua  vez  dá  origem  aos  eritrócitos

policromáticos  (PCE  -  Polychromatic  Erythrocytes),  elas  contêm  RNA  detectável  no

citoplasma  através  da  coloração  de  Giemsa  (KRISHNA;  HAYASHI,  2000).  Durante  o

processo de maturação dos PCEs origina-se os eritrócitos normocromáticos (NCEs, do inglês

Normochromic Erythrocytes), que cora na cor rosa com a mesma coloração (Giemsa).

A clastogênese e/ou aneugênese são capazes de causar perdas cromossômicas inteiras

durante a divisão celular ou uma fragmentação cromossômica. Uma frequência elevada de

PCEs  micronucleados  (MNPCEs,  do  inglês  Micronucleated  Polychromatic  Erythrocytes

indica danos cromossômicos (FENECH, 2000; KRISHNA; HAYASHI, 2000). Não obstante,

não  é  apenas  perdas  cromossômicas,  mas  também  mutações  comumente  observada  no

processo  oncogênico  (SHIMIZU,  2000;  SWAPAN;  DEY,  2010)  por  isso  entende-se  que

formação do micronúcleo e sua liberação para o citoplasma está associada à carcinogênese

(BONASSI et al., 2007; TERRADAS et al., 2010).

Portanto, o teste permite verificar os efeitos causados nos eritrócitos policromáticos

anucleados. Também, se o eritrócito policromático apresenta micronúcleos, que é indicativo

de dano cromossômico induzido recentemente, considerando que o mesmo possui um tempo
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de  vida  curto  e  os  micronúcleos  são  facilmente  identificáveis  e  sua  distribuição  é  bem

definida (RIBEIRO et al., 2003) (Figura 5).

Figura 5. Células obtidas a partir do teste do micronúcleo in vivo.

Eritrócito normocromático (A), Eritrócito policromático (B) e Eritrócito policromático com

micronúcleo (C). Imagens de eritrócitos visualizados na objetiva de 1000x. FONTE:

ARALDI et al., 2015.

2.4.6.1 Delineamento experimental do ensaio do micronúcleo

O fêmur direito foi removido após dissecção dos músculos adjacentes para realização

do ensaio de micronúcleo na medula óssea. Para expor a medula óssea, as duas extremidades

do fêmur foram cortadas e o canal medular foi lavado com 1 mL de soro fetal bovino; a

lavagem  foi  depositada  em  microtubos  instantaneamente  identificados  com  sequência

alfanumérica e centrifugados por 5 min a 1000 rpm. O sobrenadante resultante foi descartado,

o sedimento foi depositado na lâmina e seco durante a noite, posteriormente as lâminas foram

fixadas em metanol por 10 minutos e depois coradas com Giemsa por 15 min.

Para análise, a identificação foi realizada em duplo cego, um total de 2000 eritrócitos

policromáticos  (PCEs)  por  animal/lâmina  foram  analisados  em  microscopia  óptica  com

aumento de  100x.  Para  análise  do potencial  mutagênico,  eritrócitos  policromáticos  foram

quantificados quanto à presença de micronúcleo. Para avaliar possíveis efeitos citotóxicos, a

razão  entre  eritrócitos  policromáticos  e  normocromáticos  (PCEs  ou  NCEs,  do  inglês

Normochromic Erythrocytes) foi calculada aleatoriamente analisando 500 eritrócitos. O índice
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de análise está entre 0 e 1, quanto mais próximo de 0, maior a citotoxicidade, quanto mais 

próximo de 1, menor o risco de citotoxicidade (RIBEIRO et al, 2002).

2.5 Análise histopatológica

Após o processo de coleta de sangue, os órgãos vitais (coração, pulmão, rim, fígado e

baço)  e  órgãos  reprodutivos  (testículos,  epidídimo,  útero  e  ovários)  serão  pesados  e

dissecados. Amostras dos órgãos vitais serão fixadas em formalina tamponada a 10%. Após a

fixação, os fragmentos serão clivados, desidratados com concentrações absolutas crescentes

de etanol, diafanizados em xileno e incorporados em parafina. As secções serão cortadas com

uma espessura de 5 μm, coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e montados em lâminas de

vidro para exame por microscopia de luz (MARTEY, ARMAH e OKINE, 2010).

2.6 Delineamento experimental de efeitos renais

Para o estudo de efeito diurético foram utilizados ratos Wistar machos e adultos, sendo

os mesmos utilizados na toxicidade subaguda (n=5 animais por grupo). Os animais foram

colocados em gaiolas metabólicas individuais e controlada a diurese por 24 h. A urina de 24 h

foi coletada no zero e no vigésimo dia do protocolo de cada grupo, foram analisados o volume

urinário,  o  pH  e  a  excreção  urinária  de  sódio,  potássio,  cálcio,  magnésio,  ácido  úrico,

creatinina e proteína (Kits específicos LABTEST Diagnostics). Foi coletado rim esquerdo e a

bexiga, cortados em fragmentos simétricos e mantidos em formol a 10% para montagem do

tecido em blocos de parafina. Após a inclusão em parafina, o tecido foi cortado na espessura

de  4  μm  e  montado  em  lâminas.  As  lâminas  serão  coradas  com  hematoxilina-eosina  e

analisadas em microscópio óptico comum, para estudo microscópico (figura 6).
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Figura 6. Desenho experimental dos efeitos renais.

Fonte: A autora, 2023.

2.7 Análise bioquímica e hematológica

Os parâmetros bioquímicos foram realizados para investigar os efeitos tóxicos que

poderiam acontecer nos tecidos. Conforme as recomendações da ANVISA (2004) e da OECD

(2008b) são quantificados sódio, potássio, glicose, colesterol total, ureia, creatinina, proteínas

totais,  albumina,  cálcio,  triglicerídeos  e  pelos  menos  duas  enzimas  indicativas  de  efeitos

hepáticos  (gamaglutamiltranspeptidase  -  GGT,  alanina  aminotransferase  -  ALT,  aspartato

aminotransferase - AST, fosfatase alcalina – FAL). Bem como todos os animais submetidos

aos  testes  devem  ser  submetidos  a  uma  autópsia  onde  a  sejam  avaliados  órgãos

macroscopicamente e microscopicamente.

Essas análises são realizadas preferencialmente no fígado, rins, gônadas (testículos e

ovários), órgãos sexuais acessórios (epidídimos, próstata, glândulas seminais, útero e colo do

útero), baço, pulmão, estômago, intestino, coração e cérebro. Os mesmos devem passar por

um  processo  de  limpeza  dos  tecidos  aderentes,  pesados  e  encaminhados  para  análise

microscópica. Todas as lesões aparentes,  bem como os órgãos suscetíveis de constituírem

órgãos-alvo, também devem ser processados e analisadas histologicamente (ANVISA, 2004;

OECD, 2008b).
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2.8 Atividade anti-hiperglicemiante em ratos Wistar

O  tratamento  utilizado  para  o  diabetes  mellitus  consiste  principalmente  em

medicamentos  sintéticos  que  atuam  como  medicamentos  anti-hiperglicêmicos  como  a

insulina, sulfonilureias, inibidores do peptidase-4 dipeptidyl, inibidores do co-transportador

de sódio-glucose 2, entre outros (DARDANO et al., 2014).

De  todos  estes  medicamentos  artificiais  disponíveis,  insulina  de  ação  intermédia,

glibenclamida  e  metformina  são  os  medicamentos  aceitos  por  quase  todos  os  países

(BAZARGANI et al., 2014). Os fármacos sintéticos ajudam na gestão da doença, mas não há

nenhum fármaco  disponível  que  possa  erradicar  completamente  a  causa  raiz  da  diabetes

mellitus (RAWAT et al., 2013). Assim, os medicamentos tradicionais com propriedades anti-

diabéticas  estão  a  ser  considerados  para  tratamento  uma  vez  que  têm  menos  efeitos

secundários (DEY et al., 2018).

Em ensaios onde se tente descobrir um potencial farmacológico de um produto natural

com intenção de testar substâncias que atuam nos níveis de glicemia, recomenda-se que em

tais ensaios seja associado uma pesquisa sobre toxicidade para reafirmar o uso seguro do

fármaco prospectado (DE LIMA et al., 2016; TRAESEL et al., 2017).

A indução de diabetes em animais provoca alterações fisiológicas e clínicas comuns

em diabetes, com grande aumento nos níveis séricos. Logo também ocorre a ativação dos

transportadores de Glicose-2 (GLUT2), também a formação de radicais livres que por sua vez

ocasionam diversos tipos de lesões celulares (LENZEN, 2008, KAPPEL, 2012).

2.8.1 Delineamento experimental do bioensaio de atividade anti-hiperglicêmica

Foram utilizados ratos Wistar para os testes de toxicidade aguda, subaguda e efeitos

renais (200 ± 5 g, 50-55 dias, n = 30). Os animais foram cedidos pelo Biotério da UFGD e

mantido  no  biotério  da  Faculdade  de  Ciências  da  Saúde  (FCS)  da  UFGD em caixas  de

polipropileno (n = 5), em temperatura controlada (22 ± 2°C), ciclo escuro/claro de 12 h e livre

demanda de água e comida. Os procedimentos experimentais seguiram as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentação Animal e de acordo com as diretrizes da Declaração Universal

dos Direitos dos Animais com os Princípios Éticos em Pesquisa Animal e aprovado pelo

Comitê de Ética para Uso de Animais da UFGD (Protocolo nº 78/2021) e conforme modelos

experimentais  padronizados  em  diversas  pesquisas  acerca  do  potencial  antidiabético  de

produtos naturais (KAPPEL, 2012; KAPPEL et al., 2013).
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2.8.2 Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG)

Baseado  em  Kappel  e  colaboradores  (2012),  os  animais  normoglicêmicos  foram

mantidos em jejum por 12 horas, randomizados em cinco grupos distintos. Os animais foram

gavados conforme randomização, o grupo controle hiperglicêmico sem qualquer tratamento

recebem glicose (4g/kg);  Grupo controle positivo os animais são tratados com o fármaco

referência  metformina  (10  mg/kg)  e  subsequentemente  recebem  sobrecarga  de  glicose

(4g/kg); Grupos 1, 2 e 4 receberam, o infuso de  Campomanesia pubescens, nas respectivas

doses: 250 mg/kg, 40 mg/kg e 15 mg/kg, para obtenção da curva dose-resposta e, após 30

minutos, foi administrada uma sobrecarga de glicose em cada animal (4g/kg).

Os níveis de séricos de glicose plasmática foram verificados pela primeira vez no

tempo zero para determinar os níveis em jejum, e depois foram submetidos aos respectivos

tratamentos. Após 30 minutos, todos os animais receberam uma sobrecarga oral de glicose

(Sigma Aldrich®) (4 g/kg de peso corporal) (PEDROSO et al., 2019). Esses níveis foram

mensurados por meio de sangue periférico (caudal) em diferentes tempos: 15, 30, 60, e 180

minutos após a gavagem utilizando um glicosímetro Accu-Chek Performa®. Em seguida os

animais foram submetidos à eutanásia,  e submetidos à coleta da parte inicial do intestino

delgado que foi reservada para a avaliação das atividades de dissacaridase, e os músculos

sóleos e uma porção do fígado dissecados para determinar os níveis de glicogênio (FELIX et

al., 2020).

2.8.3 Determinação do glicogênio hepático, muscular e dissacaridases intestinais

Fígado e os músculos sóleos foram individualmente pesados e submetidos protocolo

específico  para  precipitação  do  glicogênio  hepático  descrito  por  Krisman  (1962)  com

pequenas  modificações  e  inclusão  do  método  para  precipitação  do  glicogênio  muscular

proposto por Zannata e colaboradores (2008) também com modificações. Seguidamente para

determinação das concentrações de glicogênio hepático e muscular  utilizou-se a  curva de

calibração com base  na  substância  padrão do glicogênio (PEDROSO, 2019).  As análises

espectrofotométricas foram realizadas a 460 nm e os resultados foram expressos em mg de

glicogênio/g de tecido (KAPPEL et al, 2012). A avaliação da atividade de enzimas intestinais

envolvidas na homeostasia da glicose, foi realizada de acordo com o protocolo descrito por

Kappel e colaboradores (2012) com pequenas adaptações. Realizado em triplicata, a
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absorbância foi lida a 500 nm, expressa em atividade enzimática (U)/mg de proteína 

(KAPPEL et al, 2012) (Figura 7).

Figura 7. Desenho experimental da atividade anti-hiperglicemiante.

Fonte: A autora, 2023.

2.9 Tratamento dos dados

Foi  realizada  uma  análise  variância  multivariada  permutacional  (Permanova)

comparando  os  grupos  e  considerando  múltiplas  variáveis  e  ainda  variáveis  que  não

apresentem distribuição normal, por possuírem valores elevados. Também foram comparados

os diferentes tratamentos (doses) considerando todas as variáveis ao mesmo tempo, quando

constatado diferença significativa entre os grupos foi utilizado na sequência escalonamento

multidimensional não métrico (nMDS), também análise de componentes principais (PCA).

Para realizar as correções necessárias foi usado o teste de Bonferroni.



44

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o perfil fitoquímico, toxicológico, genotóxico, mutagênico, efeitos renais e

anti-hiperglicemiante do infuso das folhas de Campomanesia pubescens em ratos Wistar.

3.2 ESPECÍFICOS

Determinar a DL50 (dose letal para pelo menos 50% da população em estudo) do 

infuso pelo teste de toxicidade aguda.

Analisar a toxicidade sistêmica, parâmetros bioquímicos e histopatológicos dos 

animais tratados durante a toxicidade subaguda.

Avaliar a genotoxicidade e antigenotoxicidade do infuso das folhas de C. pubescens

por meio do ensaio cometa.

Investigar os efeitos mutagênicos do infuso das folhas de C. pubescens por meio do 

ensaio do micronúcleo.

Avaliar os efeitos renais do infuso das folhas de C. pubescens nos animais tratados.

Avaliar a atividade anti-hiperglicemiante do infuso das folhas de C. pubescens nos 

animais tratados.
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