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RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi estimar a toxicidade aguda do extrato do cravo-da-india
(Syzygium aromaticum Linné) em roedores. O extrato hidro-alcodlico a 80% foi concentrado em
evaporador rotativo obtendo-se uma mistura final de extrato pilular. Camundongos albinos (Mus
musculus) fémeas, divididos em 13 lotes de seis animais foram observados por 24 horas a partir
da administragdo do extrato diluido em solugdo fisiologica a 0,9% nas dosagens de 137,5; 180;
187,5; 250; 375; 437,5; 500 e 1.000 mg/kg para via intraperitoneal e 1.000; 2.400; 2.880; 4.000
e 5.000 mg/kg para via oral. O calculo proporcional foi realizado a fim de se obter a mesma dose
para todos os animais de cada grupo. As pungdes foram por via intraperitoneal sendo respeitados
intervalos de cinco minutos entre as administragdes individuais. Nos ensaios de toxicidade por via
oral a solug@o foi introduzida no trato digestorio dos animais através de canula metalica acoplada
a seringa (gavagem). Os animais apresentaram alguns sinais de toxicidade, porém ndo letais até a
dose de 5.000 mg/kg. A DL, para via intraperitoneal foi calculada pelo método de Karber e Behrens
(1964), sendo estabelecida em 255 mg/kg (muito toxico, grau 4). Conclui-se que sob condi¢des
agudas de exposi¢do, o extrato do cravo-da-india é um agente toxico, devendo ser considerado
como tal, dependendo da dose administrada ou absorvida, tempo e freqiiéncia de exposi¢do e vias

de administragdo.

Unitermos: Syzygium aromaticum, Myrtaceae, toxicologia, fitoterapia.

ABSTRACT: “Preclinical (acute) toxicologic study of the extract of Syzygium aromaticum
(L) in rodents”. The objective of this research was to estimate the acute toxicity of the extract of
clove (Syzygium aromaticum Linné) in rodents. The 80% hidro-alcoholic extract was concentrated
in rotary evaporator until a final resinous mixture extract was obtained. Albino female mice (Mus
musculus), divided in 13 lots of six animals were observed for 24 hours. The extract diluted in 0.9%
physiologic solution was administrated at the dosages of 137.5; 180.0; 187.5; 250.0; 375.0; 437.5;
500.0 and 1,000 mg/kg through intraperitoneal route and 1000; 2,400; 2,880; 4,000 and 5,000
mg/kg through oral route. A proportional calculation was carried out in order to have the same
dose for the animals in each group. The punctures were gotten by intraperitoneal route in intervals
of five minutes among the individual doses. For the oral toxicity the solution was introduced in
the digestive system of the animals through coupled metallic stem syringe (gavage). The animals
presented non lethal toxic signs up to 5,000 mg/kg. DL was established by the method of Karber
and Behrens (1964). LD50 was estimated in 255 mg/kg (highly poisonous, degree 4). It can be
concluded that under acute conditions of exposure, the extract of clove is a poisonous agent and it
should be considered as such, depending on the administered or absorbed dose, time and frequency

exhibition and administration routes.

Keywords: Syzygium aromaticum, Myrtaceae, toxicology, phytotherapy.

INTRODUCAO

O Syzygium aromaticum Linné (cravo-da-india) é
popularmente utilizado nas odontalgias e serve de fonte para
extragdo do eugenol que manipulado com o 6xido de zinco
resulta em material restaurador para vedaga@o de cavidades
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dentarias abertas (Leal, 1991; Oliveira et al., 2007; Agra
et al., 2008). Apesar do uso freqiiente na odontologia, o
eugenol éneurotdxicoeirritante dasmucosas, especialmente
quando administrado em doses inadequadas (Alonso, 1998).

A DL, do 96leo essencial de cravo-da-india em
ratos, por via oral, foi estabelecida em 2.650 mg/kg, e, em
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humanos, a estimativa de dose diaria maxima permitida de
eugenol ¢ de 2,5 mg/kg (Alonso, 1998).

Do ponto de vista toxicoldgico, toda substancia
pode ser considerada um agente toxico, dependendo das
condigdes de exposi¢do: dose administrada ou absorvida,
tempo e freqiiéncia de exposic¢do e vias de administragdo
(Barros & Davino, 1996).

Wright et al. (1995) estudaram o efeito da
inje¢do intravenosa de eugenol em ratos como causa de
edema pulmonar ndo-cardiogénico, de fisiopatologia
pulmonar desconhecida. A injegdo em doses de 4 ¢ 8 uL
(6,52 mol/l) causaram dificuldade respiratoria aguda por
edema pulmonar hemorragico. Os espécimes histologicos
exibiram edema perivascular, intersticial e alveolar,
extravasamento de hemacias e neutrofilos no espago
alveolar, captura de neutrofilos pelos capilares alveolares.
O quadro histolégico demonstrou que a infusdo intravenosa
de eugenol provoca edema pulmonar hemorragico, com
seqiiestro intrapulmonar de neutrofilos.

Saced & Gilani (1994) observaram agdo
antitrombotica do o6leo essencial de cravo-da-india por
interferéncia sobre a agregacdo plaquetaria induzida pelo
acido araquidonico e pelo fator de ativagdo plaquetaria e,
em grau menos acentuado, atuando sobre o colageno.

A hipersensibilidade cutdnea do eugenol e do
oleo de cravo-da-india foi testada por Rothenstein et al.
(1983) observando-se a reagdo local da pele. A amostra
foi obtida entre 11.632 emplastros com eugenol, utilizados
em consumidores de produtos que contém eugenol ou
oleo de cravo-da-india. A hipersensibilidade induzida
¢ a sensibilizacdo pré-existente foram testadas nas
concentragdes de 0,05 % e 0,09 %, respectivamente. O
resultado indicou que o eugenol puro ou como parte do 6leo
de cravo-da-india, mesmo na concentragdo encontrada nos
produtos de consumo, tem baixo potencial de desencadear
reacdes alérgicas por sensibilizagdo prévia ou de induzir
hipersensibilidade.

Daniel et al. (2009) avaliaram as atividades
antiinflamatéria e  antinociceptiva do  eugenol,
administrado oralmente, em modelos experimentais in
vivo. O eugenol (200 e 400 mg/kg) reduziu o volume de
exsudato pleural sem interferir na contagem de leucécitos
totais presentes na pleura. Na dose de 200 mg/kg, o
eugenol inibiu significativamente o edema de pata, 2-4
h apods a inje¢do do agente flogistico. No teste da placa
quente, a administragdo do eugenol (100 mg/kg) mostrou
atividade significativa a reacdo de desconforto-tempo
dependente, avaliada como a laténcia da resposta, inibida
pela meperidina. Eugenol na doses de 50, 75 e 100 mg/
kg apresentou efeito antinociceptivo significativo no teste
de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético
em comparag¢do com o grupo controle. Os dados obtidos
indicam que o eugenol apresenta atividade antiinflamatéria
¢ antinociceptiva periférica.

O objetivo desta pesquisa foi estimar a toxicidade

aguda do extrato do cravo-da-india em roedores
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para viabilizar o desenvolvimento de apresentacdes
farmacéuticas que  preservem as  propriedades
farmacologicamente tteis do vegetal, com menores riscos
de efeitos toxicos e adversos.

MATERIAL E METODOS
Material botanico e obtencdo da matéria-prima

Foram adquiridos botdes florais de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum L.) em fabrica de beneficiamento
de especiarias em Olinda, PE. O material foi identificado
e encaminhado para o Laboratorio de Desenvolvimento
de Fitomedicamentos ¢ Fitocosméticos (LABDEFF) do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco, Recife (UFPE). O material foi
pesado em balanca eletronica semi-analitica (modelo BG
400, Gehaka®), se obtendo 534,549 g, que foram lavados
em agua corrente, ¢ secos em estufa a 33 °C por uma
semana.

Extracao

Foram preparados 2 litros de solugdo extrativa
hidroalcodlica a 80%. A mistura foi mantida sob
refrigeracdo a 23 °C durante 140 dias e posteriormente
filtrada com filtro de celulose adaptado a funil montado
em suporte especifico. O volume final obtido de extrato
hidro-etanolico foi de 1,35 litros.

Concentracao do extrato

A vaporizag@o da porgdo hidro-etandlica através
de evaporador rotativo (TE 120, Tecnal®, Brasil), acoplada
a uma bomba a vacuo sob temperatura constante de 45
°C - obtendo-se assim extrato pilular, com consisténcia
resinosa, cor ambar escura, bem dispersivel em soro
fisiologico nas dosagens abaixo de 2000 mg/kg. Acima de
2000 mg/kg foi observada a persisténcia de um composto
solido decantado, cuja diluigdo completa foi obtida com a
adigdo de duas gotas de dleo de girassol a solugdo.

Toxicidade aguda do extrato pilular e determinacio da
DLSO

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
PesquisaAnimaldoLaboratoriode TecnologiaFarmacéutica
da Universidade Federal da Paraiba ¢ aprovada sob o
numero de protocolo 0511/06. O trabalho experimental foi
desenvolvido no Biotério do Departamento de Antibidticos
da UFPE, utilizando camundongos albinos (Mus musculus)
fémeas, com pesos ¢ idade aproximados, divididos em
treze lotes de seis animais cada (tanto para os estudos por
via oral como intraperitoneal) e periodo de observacdo
de 24 horas a partir da administracdo dos farmacos. Cada
procedimento foi realizado separadamente, obedecendo
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rigorosamente a mesma metodologia. Os espécimes foram
mantidos em local adequado, em condigdes ideais de
temperatura, em gaiolas plasticas individuais forradas com
maravalha, trocadas regularmente a cada dois dias. A dieta
foi livre, através de ragdo balanceada (Labina - Purina®)
¢ agua mineral comercial, sendo a alimentagdo suspensa
apenas 12 horas antes do inicio de cada experimento e
oferta de agua a vontade.

Os animais foram diferenciados entre si com
solugdo corante de acido picrico, pesados em balanga
(Ohaus®, Estados Unidos) e realizado o somatério da
massa de cada grupo individualmente, estabelecendo a
quantidade de extrato necessaria para diluicdo em cada
dose administrada. Os extratos foram pesados em balanga
analitica (Scaltec®, modelo SBA 31). O extrato foi diluido
em solugdo fisiologica a 0,9%. O espécime mais pesado
de cada grupo recebeu um mililitro de solugdo. O calculo
proporcional foi realizado para cada individuo, a fim de se
obter a mesma dose para todos os animais em cada grupo.
As pungodes foram realizadas por via intraperitoneal do
lado esquerdo, apos antissepsia da pele com alcool etilico
a 70 °GL, sendo respeitados intervalos de 5 min entre as
administra¢des individuais.

Nos ensaios de toxicidade por via oral a solugdo
foi introduzida no trato digestério dos animais através de
canula metalica acoplada a seringa (gavagem), seguindo
a mesma metodologia, com intervalos de cinco minutos
entre cada animal, para se observar o comportamento dos
mesmos.

A DL, foi estabelecida pelo método de Karber
& Behrens (1964) a partir da determinagdo de D1 (maior
dose de sobrevivéncia) e D2 (menor dose de letalidade),
traduzidos pela seguinte formula:

DL50 = DF - X (4.B)
n

Onde:

DF = dose minima capaz de matar todos os animais
A = diferenca entre duas doses consecutivas

B = animais mortos entre duas doses consecutivas
n = nimero total de animais por lote

A classificagdo da toxicidade relativa dos agentes
quimicos de acordo com a DL, seguiu a proposta de Silva
(2006): grau 6 (DL, < 5 mg/kg) = supertoxico; grau 5
(DL, = 5-50 mg/kg) = extremamente toxico; grau 4 (DL,
= 50-500 mg/kg) = muito toxico; grau 3 (DL, = 0,5-5 g/
kg) = moderadamente toxico; grau 2 (DL, = 5-15 g/kg)
= pouco toxico; grau 1 (DL, >15 g/kg) = praticamente
atoxico.

A verificagdo da letalidade progressiva pelo extra-
to pilular de cravo-da-india diluido em solucéo fisiologica
para via intraperitoneal foi promovida pelas dosagens de
137,5; 180; 187,5; 250; 375; 437,5; 500 ¢ 1.000 mg/kg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das dosagens aplicadas, e com o calculo
da férmula de Karber & Behrens (1964) obteve-se a DL,
de 255 mg/kg. Neste caso, segundo Schuartsman (1980)
o cravo-da-india para uso intraperitoneal esta classificado
como muito toxico (grau 4). Silva (2006) também se
baseou na classificagdo de Schuartsman (1980) para avaliar
a toxicidade do extrato etandlico bruto de Caesalpinia
echinata Lam. (pau-brasil) pela via intraperitoneal. Em
virtude da praticidade e correlagdo direta com o calculo
da DL, optou-se por aplicar a mesma metodologia
na avaliagdo da toxicidade do extrato do Syzygium
aromaticum L .

Nas dosagens 500 mg/kg ¢ 437,5 mg/kg,
respectivamente, foram observadas piloeregdo, edema de
focinho, proptose, contor¢des abdominais, baixas excregoes
urinarias, ¢ fecais com muco, reducdo da freqiiéncia
respiratoria, distensdo abdominal e agressividade, além de
mortalidade acima de 80% dos grupos.

Nas doses entre 187,5; 250 ¢ 375 mg/kg também
se observaram piloeregdo, ¢ ainda palidez generalizada,
agitagdo motora e posterior sonoléncia, lacrimejamento,
convulsdes, contor¢des abdominais e dispnéia. Baixa
diurese e excregdo fecal intensa, com mortalidade entre 33
e 67% das amostras.

Nas dosagens de 137,5 e 180 mg/kg foi observada
auséncia de diurese, excregdo fecal abundante, reducdo da
freqiiéncia respiratoria, alteracdes de marcha e tremores
leves, além de baixa mortalidade das amostras (abaixo de
17%).

O ensaio de toxicidade oral aguda foi realizado
com doses de 1000; 2400; 2880; 4000 ¢ 5000 mg/kg, sendo
observada baixa diurese, excregdo fecal variavel, aumento
da freqiiéncia respiratoria, palidez, proptose, agressividade,
agitacdo e edema de focinho. Foram também observados
muitos sinais de neurotoxicidade - tremores, alteragdes de
marcha, convulsdes, alienacdo — porém, sem indicios de
mortalidade, mesmo nas doses mais altas (5000 mg/kg)
preconizadas por Zaupa et al (2002), impossibilitando o
calculo da DL50 pela metodologia proposta.

O cravo-da-india, amplamente consumido pela
espécie humana por via oral, através da culinaria, pode
apresentar graves efeitos toxicos pela ingestdo em doses
inadequadas, como descrito por Lane et al. (1991), Brown
etal. (1992) e Hartnoll et al. (1993), incluindo depressao do
sistema nervoso central ¢ coma, anormalidades urinarias,
lesdes hepaticas e distirbios de coagulagdo. Em um ensaio
pré-clinico em ratos submetidos a uma inje¢do endovenosa
nas doses de 4 e 8 microlitros (6,52 mol/l) realizada por
Wright et al. (1995), observou-se dificuldade respiratoria
aguda por edema pulmonar hemorragico.

O cugenol ¢ o dleo de cravo-da-india quando
adicionados a composi¢ao de produtos de higiene pessoal ¢
perfumes, demonstram boa tolerabilidade em contato com
a pele, com baixa alergenicidade. Segundo Rothenstein et
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al. (1983), estes aspectos facilitam o desenvolvimento de
um fitomedicamento para uso topico para a pele. No caso
de uso na odontologia, ou seja, na cavidade bucal, deve-se
levar em consideragdo a possibilidade de reagdes adversas
uma vez que se trata de contato do produto com mucosas.

Problemas de toxicidade pelo uso de botdes florais
de cravo-da-india nas odontalgias ndo foram relatados na
literatura. Quanto ao uso do extrato do Syzygium aromaticum
L. em formulagdes terapéuticas para uso odontoldgico,
deve-se levar em consideragdo os resultados de toxicidade
apresentados neste trabalho. No caso do uso do extrato
nas composi¢des de materiais restauradores certamente o
risco de ingestao aguda ¢ reduzido do mesmo modo como
a toxicidade se aplica para outros materiais restauradores.
Além disso, ha indicios que o risco de toxicidade por
ingestdo de 150 mg de eugenol por um periodo de sete dias
¢ baixo (Rompelberg et al., 1996). Desta forma, existe um
baixo risco de toxicidade por ingestao de eugenol na saliva
quando originario de cimentos restauradores provisorios a
base de eugenol porque estes cimentos restauradores ndo
liberam elevadas quantidades deste composto para a saliva
de forma prolongada.

Em todo o caso, o uso de produtos restauradores
a base de cugenol merece cuidados por parte da
odontopediatria ja que o risco de ingestdo ¢ maior ¢ o
baixo peso do individuo aumenta o risco. Hartnoll et
al. (1993) descrevem a ingestdo acidental de 6leo de
cravo-da-india por uma crianga, resultando em coma,
coagulopatias e lesdo hepatica aguda, observando que em
estagios tardios a intoxicagdo produziu um quadro similar
a overdose de paracetamol. Brown et al. (1992) descrevem
caso de coagulagdo intravascular disseminada e necrose
hepatocelular provocado pela ingestao de d6leo de cravo-
da-india em uma crianga de dois anos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostram
o extrato de cravo-da-india como um agente toxico sob
condigdes agudas de exposicdo, devendo ser considerado
como tal, dependendo da dose administrada ou absorvida,
tempo e freqiiéncia de exposi¢do e vias de administragao.

Estesresultados sugerem que estudos relacionados
ao consumo cronico de cravo-da-india devem ser
conduzidos para uma melhor avaliacdo da toxicidade do
extrato.
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