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ABSTRACT

Background: Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae) is an arboreal plant native of Brasilian Cerrado and its fruit
is an important source of food and income for the human population of this region. In addition to using as food, different
parts of this tree have great medicinal potential as antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant and antihelmintic. Howe-
ver, the active metabolites those are likely to confer these pharmacological properties healing may also be toxic dependent
upon the dose and route of administration. In this quest, the aim of this study was to assess the acute toxicity of aqueous
extracts of fruit peels and leaves of C. brasiliense in mice of both genders.

Materials, Methods & Results: The aqueous extracts were obtained by decoction, diluted in water and filtered through
membrane. The toxicity of extract of fruit peels (62.5 at 500 mg/kg of body weight (BW) and leaf extract (18.75 mg/kg
bw) were evaluated in males and females mice (Mus musculus) Swiss by intraperitoneal route. For 2 control groups were
administered injection water. The clinical signs and deaths were recorded up to 14 days after administration. The lethal
doses for 10 (LD, ) or 50 (LD, ) % of population were estimated with Probit regression analysis. The Chi-square test was
used to analyze differences of mortality frequencies between males and females. The groups treated with the two lower
doses of both extracts completely abolished the clinical alteration between two and four hours after inoculation. The
comportment of control group’s animals was normalized immediately after administration of injection water. The higher
dose administered in both experiments were lethal for all animals, but the doses 250 mg/kg BW of fruit peels extract and
150 mg/kg of BW of leaves extract caused mortality of 100% just in males. However, in both experiments there were no
significant differences between the mortality frequency for groups of male and female, as well the comportment of these
animals when these doses were administered. Dose-dependent response was observed to mortality. The LD, corresponded
to 89.6 mg/kg BW and LD,  was 149.8 mg/kg BW for fruit peel extract. For the leaf extract , LD, and LD, were 33.35
and 67.01 mg/kg ¥, respectively.

Discussion: Aqueous extracts of the fruit peels and leaves of C. brasiliense were classified as very toxic since the LD50
ranged from 50 to 500 mg / kg BW. For both extracts, similar behavioral changes were observed. Among the secondary
metabolites present in fruit peel and leaves, saponins and tannins can promote nervous symptoms. Although there are no
records in the literature about animals and human orally intoxicated with any part of C. brasiliense, the development of
specific studies to determine its toxicity is relevant, considering the social and ecological importance of this plant.
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INTRODUCAO

Caryocar brasiliense Cambess (Caryocarace-
ae), pequizeiro, € uma arvore com ampla distribui¢io
no Cerrado brasileiro [13]. Possui grande importancia
socioecondmica, uma vez que os frutos, pequi, sdo
explorados de forma extrativista por populagdes inse-
ridas nesse bioma, constituindo em fonte de alimenta-
¢do e renda, além de ser utilizada na agroindustria, na
fabricagdo de cosméticos e na medicina popular [5].

Diversas pesquisas tém reportado o potencial
alelopético, antiftingico, leishmanicida, bactericida,
moluscicida, antioxidante, antinflamatdrio e hipoten-
sivo do pequizeiro [6,14,16,17,21-23]. A atividade
terapéutica das plantas estd relacionada, principal-
mente, aos metabdlitos secunddrios, destinados a
protecdo contra herbivoria [7]. Entretanto, além
da capacidade de cura, podem ser potencialmente
téxicos, dependendo da dosagem e da forma de ad-
ministragdo. Mesmo com a ampla utilizacao do fruto
na alimentacdo humana e dos relatos de utiliza¢io na
alimentacdo animal, apenas uma pesquisa avaliou a
toxicidade dessa espécie vegetal, revelando que o
extrato hidroalcodlico do farelo da casca do fruto
apresentou toxicidade em camundongos por via intra-
peritoneal [4]. Apesar de ndo terem sido verificados
outros registros na literatura sobre a intoxicagdo de
animais e seres humanos com C. brasiliense, estudos
para determinar a toxicidade sdo imprescindiveis,
considerando suas potencialidades farmacéuticas e
na alimentagdo. Dessa forma, avaliou-se a toxicidade
aguda do extrato aquoso das cascas dos frutos e das
folhas do pequizeiro em camundongos de ambos os
sexos por via intraperitoneal.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo das amostras vegetais

Foram utilizadas cascas do fruto, compostas
por epicarpo e por mesocarpo externo, e folhas de
C. brasiliense Cambess coletadas em regides de cer-
rado do norte de Minas Gerais. As amostras foram
identificadas e armazenadas em exsicata n° 338, no
Herbario Montes Claros, localizado na Universidade
Estadual de Montes Claros. Amostras lesionadas ou
deterioradas foram descartadas e posteriormente, para
os materiais selecionados, procederam-se a lavagem
e a sanitizagdo com solucao de hipoclorito de sédio,
na concentragdo de 2% (v/v), por 15 min [27].

Obtengdo dos extratos aquosos

Para a producdo dos extratos aquosos, as cas-
cas dos frutos e folhas foram desidratadas em estufa,
com circulagdo forcada de ar a 40°C até obter peso
constante. Posteriormente, foram trituradas, identi-
ficadas e armazenadas em freezer a 4°C negativos.
Esses materiais foram suspensos em dgua destilada
estéril, homogeneizados e incubados em banho-maria
a 60°C, durante 60 min. Procederam-se a filtracao
dos extratos aquosos em funil com algodao e a dis-
tribuicdo em placas de Petri para a desidratacdo em
estufa, com circulagdo for¢cada de ar, a 40°C [12,18].

Os pés dos extratos aquosos obtidos foram
diluidos em dgua para injetdveis e filtrados em mem-
brana filtrante Millipore' com porosidade de 22 um,
com o auxilio de bomba a vacuo, em capela de fluxo
laminar, para evitar contaminacdo. A matéria seca
de subamostras dos extratos diluidos e filtrados foi
determinada em estufa a 105°C.

Teste de toxicidade aguda por via intraperitoneal

Os procedimentos adotados nos testes de toxi-
cidade aguda foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFMG, conforme
o registro 42/2008. Para a avalia¢do da toxicidade
aguda, utilizou-se metodologia adaptada de Tahraoui
et al. [28]. Os experimentos foram realizados em
tempos diferentes, permitindo o melhor acompanha-
mento dos animais. Em ambos os experimentos foram
utilizados camundongos adultos jovens, com idade
aproximada de sete semanas, albino (Mus musculus)
linhagem Swiss.

Inicialmente, realizou-se o teste de toxicidade
aguda do extrato aquoso das cascas do fruto, por via
intraperitoneal, nas doses 500,00; 250,00; 125,00 e
62,50 mg/kg de peso corporal (PC), comparando-se
com o controle que recebeu 1 mL de dgua para injeta-
veis. Foram utilizados 4 animais fémeas, com média
de peso de 43,20 g e 4 machos, com média de peso
de 49,12 g por grupo.

No segundo experimento, procedeu-se ao
teste de toxicidade do extrato aquoso das folhas de
pequi, analisando-se as doses 300,00; 150,00; 75,00;
37,50 e 18,75 mg/kg PC. Foram utilizados seis ca-
mundongos fémeas, com média de peso de 39,50 g,
e seis machos, com média de peso de 44,82 g, para
cada dosagem e controle, inoculado com 1 mL de
dgua para injetaveis.
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Foi realizada aplicagdo em dose tinica, em fun-
¢do0 do peso individual e respeitando-se a capacidade
de volume intraperitoneal. Os animais foram separados
por tratamento e acondicionados em gaiolas plasticas
com tampa de inox, forradas com maravalha. Durante
todo periodo experimental, forneceram-se dgua e racao
comercial Labina®? ad libitum.

O comportamento e a mortalidade foram ob-
servados nos tempos 5, 10, 30, 60 min, 4 e 8 h apds a
aplicacdo. Posteriormente, verificaram-se os mesmos
parametros a cada 24 h até o 14 dia, quando os dltimos
sobreviventes e o controle foram eutanasiados por san-
gria sob anestesia com solugao de xilasina e quetamina.

Andlise estatistica

Para determinar as doses letais para 10% e 50%
da populagio (DL, e DL, ), foi empregada a andlise
de regressdo Probit do programa estatistico Saeg®

9.1 [24]. As frequéncias de mortalidade de fémeas e
machos nos dois experimentos foram ainda submetidas
ao teste Qui-quadrado, para observar diferencgas entre
0S SEXOS.

RESULTADOS

A maior dose do extrato aquoso das cascas do
fruto do pequizeiro provocou 100% de mortalidade nas
fémeas, enquanto, nos machos, 100% de mortalidade
ocorreram nos grupos que receberam as duas maiores
dosagens. Para ambos os sexos, 0s primeiros 6bitos
foram observados 4 h apds a aplicacdo. O extrato
aquoso das folhas do pequizeiro provocou 100% de
mortalidade para as fémeas, na maior dose, enquanto,
nos machos, 100% de mortalidade ocorreram nas
dosagens de 300 e 150 mg/kg PC, sendo que os pri-
meiros 6bitos foram registrados 24 h apds aplicacio
(Tabela 1).

Tabela 1. Periodo de ocorréncia de mortalidade apds aplicagdo, mortalidade em niimero absoluto e relativo, em funcdo das
diferentes doses do extrato aquoso das cascas e folhas do fruto de Caryocar brasiliense Camb. em camundongos fémeas e machos.

Camundongos Fémeas

Camundongos Machos

Extrato Mortalidade Mortalidade
Dose? Dose?
Periodo n % Periodo n %
500,00 4h 4 100 500,00 4-8 h 4 100
Casca do fruto 250,00 24-48 h 3 75 250,00 48-72 h 4 100
125,00 72h 2 50 125,00 48 h 1 25
65,50 0 0 65,50 0 0
0,0 0 0 0,0 0 0
300,00 24 h 6 100 300,00 24-48 h 6 100
150,00 24-48 h 5 83,3 150,00 24-48 h 6 100
Folhas 75,00 48 h 4 66,7 75,00 48 h-6d 3 50
37,50 96 h 2 33,3 37,50 0 -
18,75 0 - 18,75 0 -
0,0 0 0 0,0 0 0

“Dose (mg/kgde peso corporal), h= horas, n = nimero absoluto, % = nimero relativo, d = dia.

Em ambos os experimentos, ndo houve diferen-
ca significativa entre as frequéncias de mortalidade de
fémeas e machos. Nos dois experimentos, a resposta foi
dose dependente, ocorrendo aumento da mortalidade,
com elevacdo progressiva da concentragao dos extratos.
As DL, e DL, obtidas para o extrato aquoso das cascas
do fruto do pequi foram, respectivamente, de 89,6 mg/
kg PC (intervalo de confianga a 95% = 78,08 - 99,54
mg/kg PC) e 149,8 mg/kg PC (intervalo de confianga
a 95% = 138,52 - 161,95 mg/kg PC). Para o extrato

aquoso das folhas, obtiveram-se, respectivamente, as
DL e DL, de 33,35 mg/kg PC (intervalo de confianca
a95% =128,5-37,78 mg/kg PC) e 67,01 mg/kg PC (in-
tervalo de confianca a 95% = 61,20 - 73,38 mg/kg PC).

O comportamento dos camundongos obser-
vado nos experimentos foi semelhante entre fémeas
e machos. Logo ap6s a aplicagdo, houve aumento da
frequéncia respiratéria e reagdo de fuga para todos os
tratamentos, mesmo apds cessarem esses sinais nos
grupos controle. As doses de 500 e 250 mg/kg PC do
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extrato aquoso das cascas do fruto e 300, 150 e 75 mg/
kg PC e folhas de pequi determinaram dificuldade de
locomog@o e incoordenagd@o motora até o 6bito. Aos
10 min ap6s, os sintomas mais observados para essas
dosagens foram dispneia e prostracao.

Os grupos que foram tratados com as duas
menores dosagens dos extratos da casca do fruto e das
folhas do pequizeiro aboliram os sintomas totalmente
entre duas e quatro horas ap6s a inoculagdo, respecti-
vamente. Os animais do grupo controle normalizaram
0 comportamento cinco minutos apds a aplicacdo da
dgua para injetaveis.

As fémeas sobreviventes dos tratamentos com
250 mg/kg PC do extrato da casca do fruto e 150 mg/
kg PC do extrato da folha recuperaram-se dos sintomas
descritos anteriormente, respectivamente, 3 € 4 h apds
a aplicacdo. Entretanto, os animais sobreviventes que
receberam 75 mg/kg PC do extrato das folhas apresen-
taram melhora clinica somente 24 h ap6s a inoculacio.
Os animais inoculados com 500 mg/kg PC do extrato
aquoso das cascas do fruto apresentaram espasmos,
movimentos de pedalagem e decubito lateral ou ab-
dominal antes do 6bito.

DISCUSSAO

Segundo Schvartsman [26], em uma escala
crescente de toxicidade, o nimero 1 representa subs-
tancias praticamente atoxicas, com DL, superior a
15 g/kg PC e 6, as supertoxicas, com DL, inferior
a 5 mg/kg PC. Dessa forma, os extratos aquosos das
cascas do fruto e das folhas de pequi apresentaram
grau de toxicidade quatro para ambos 0s sexos, pois
as DL situaram-se entre 50 a 500 mg/kg PC, sendo
classificados como muito toxicos.

Para ambos experimentos, foram observadas
alteracdes comportamentais semelhantes. Possivel-
mente, porque a composicao fitoquimica da casca do
fruto e das folhas seja préxima. Testes fitoquimicos
qualitativos com a casca do fruto de pequi indicaram
a presenga de saponinas, de taninos totais, de taninos
catequéticos, de flavonoides, de catequinas, de este-
roides e de xantonas [19]. No extrato etandlico da
casca do fruto, identificaram-se compostos fendlicos,
como taninos hidrolisaveis e acido fendlico, além de
flavonoides [23]. Os bioativos ja identificados nas
folhas do pequi correspondem aos grupos dos taninos
condensados, dos taninos hidrolisaveis, dos flavonoides
e dos terpenoides [6,22] e das saponinas [22].

Quadros clinicos observados no presente
experimento foram semelhantes aos registrados por
Almeida er al. [4] ao administrarem extrato hidroal-
cooblico do farelo da casca do fruto do pequi por
via intraperitoneal em camundongos. Esses autores
observaram que os efeitos foram de estimulantes a
depressivos cinco minutos apds a administragdo do
extrato. Entre os compostos secunddrios apresentados
pela casca do fruto e folhas, as saponinas e os taninos
podem provocar sintomas nervosos [8,11].

Ferreira et al. [8] relataram em bovinos in-
toxicados experimentalmente com favas de Stryph-
nodendron fissuratum, por via oral, a ocorréncia de
incoordenacio motora, dispneia, taquipneia, respiracao
abdominal e dectbito lateral seguido de morte e asso-
ciaram tais sintomas as saponinas da planta, designadas
como stryphnosideos [10,29]. As saponinas triterpéni-
cas promovem a abertura de grandes canais de cdlcio
e potdssio-dependentes nas membranas de neurdnios
e células musculares, provocando hiperpolarizacdo e
supressao da atividade elétrica [15]. J4 foram identifi-
cadas aproximadamente 35 saponinas triterpénicas em
Caryocar glabrum e Caryocar villosum, denominadas
caryocarosideos [1-3].

As saponinas ainda possuem atividade citot6-
xica, ao formarem complexos com o colesterol e este-
roides da membrana celular, promovem a formagao de
poros e aumentam a permeabilidade, além de alterarem
carboidratos da superficie celular, resultando em he-
molise [9]. As saponinas bidesmosidicas de Caryocar
glabrum sdo menos hemoliticas quando comparadas
as monodesmosidicas, pois a ruptura aumenta com o
maior nimero de unidades de carboidratos ligados na
posicdo trés do aglicona [3].

A toxicidade dos taninos pode ser direta ou
indireta e relaciona-se a inibi¢do enzimadtica, a indispo-
nibilizacdo de substratos e a a¢do nas membranas, pois
possuem capacidade de se complexarem a proteinas,
polissacarideos e fons, como ferro, manganés, vanddio,
cobre, aluminio e cdlcio [20,25]. Em ovelhas, 3 g/kg
PC da formulag@o comercial de tanino de quebracho
(Schinopisis balansae) administrados por via intrape-
ritoneal promoveram fraqueza e depressdo fisica no
quinto dia apds a aplicacdo, observando-se dectbito,
taquicardia e taquipnéia no oitavo dia, possivelmente
associados aos taninos [11].

Apesar de ndo haver registros na literatura de
intoxicac¢do de animais e/ou humanos com qualquer
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parte vegetal de C. brasiliense, o desenvolvimento de  de animais, considerando as possiveis diferencgas nas
estudos especificos para determinac¢@o de sua toxici- composi¢Oes fitoquimicas e nas concentracdes dos
dade torna-se de grande importancia, visto que é uma  compostos para diferentes partes dessa planta.

espécie com grandes potencialidades para utilizacao
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