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RESUMO. As folhas de carambola (Averrhoa carambola L.) sio utilizadas na fabricagio do
fitoterdpico Glico-Vitae® (GV), indicado no tratamento do diabete melittus nio-insulino
dependente. Em nossos estudos pré-clinicos, empregando extrato liofilizado de GV, via
intragistrica, observou-se auséncia de toxicidade aguda e presenga de atividade anti-
hiperglicemiante a partir da dose de 30 mg/Kg. Além disso, realizou-se estudo fisico e
quimico das folhas utilizadas na preparacio do fitoterdpico. Finalizando, o GV foi analisado
por cromatografia em camada delgada.

Palavras-chave: Averrhoa carambola L., Oxalidaceae, carambola, anti-hiperglicemiante, toxicidade

aguda.

ABSTRACT. Evaluation of the toxicity and antyhyperglycemic potential of
Averrhoa carambola L. (Oxalidaceae). The leaves from carambola (Averrhoa carambola L.)
have been utilized for the production of the herbal medicine Glico-Vitae® (GV) which is
indicated for non-insulin-dependent diabetes melittus (NIDDM). The pre-clinical study of
the liophyliled GV, administered intragastrically, showed absence of acute toxicity and an
antihyperglycemic effect (from 30 mg/kg). In addition a physical-chemistry study of the
leaves used in the preparation of this phytoterapic was performed. Finally, GV was analyzed

by thin-layer chromatography.
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A carambola (Averrhoa carambola L., Oxalidaceae),
irvore frutifera origindria da India, foi introduzida
no Brasil em 1817, sendo utilizada popularmente
como estimulante do apetite, antidiarréico e
febrifugo (Corréa, 1926). Em nossa regiio, de
maneira semelhante 2 Stevia rebaudiana (Curi et al.,
1986) e a plantas do género Pfaffia (Alvim et al,
1999), a carambola vem sendo empregada como
antidiabético, embora as bases cientificas desse
emprego ainda nio tenham sido estabelecidas.
Porém, casos de intoxicagio foram observados apés a
ingestio do suco de fruta de carambola em pacientes
portadores de insuficiéncia renal cronica. Essa
intoxicacio foi atribuida 3 presenga de uma
hipotética neurotoxina encontrada nos frutos (Neto
et al., 1998; Chang et al., 2000).

Como a carambola vem sendo consumida pela
popula¢io, através de um produto comercializado
com o nome de Glico-Vitae®, decidiu-se investigar
esse produto comercial nos aspectos toxicoldgico
(toxicidade aguda) e farmacolégico (potencial
antidiabético), bem como realizar um estudo fisico-

quimico da droga utilizada na preparagio do Glico-
Vitae® e uma anilise por cromatografia em camada
delgada do produto acabado.

Material e métodos

Material vegetal e seu extrato bruto

Foram utilizados 1000 ml do extrato hidroalcodlico
das folhas de carambola (Averrhoa carambola L.) Glico-
Vitac® (GV), fornecido pela indtstria de fitoterapicos
Farmapec (lote n° 5009037, data de fabricagio
13/07/00), localizada em Presidente Prudente, SP,
Brasil. Esse extrato foi liofilizado, obtendo-se 158 g de
um pé marrom, sendo armazenado a - 15°C em
dessecador. As folhas de carambola utilizadas na
preparacio do GV foram fornecidas pela Farmapec.

Determinacao do perfil cromatografico do

extrato GV (Wagner et al., 1984)
Sistema cromatografico
Cromatofolhas AL TLC Silicagel

(MERCK)- 10X10 cm- 0,2 mm

60  Fos,
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Fase moével: n-butanol:icido
(25:5:2) v/v/v.

Visualizacao

Visualizagio em cAmara de UV, nos
comprimentos de onda de 254 ¢ 365 nm.

acético:agua

Reveladores
Deteccido de componentes de dleos
essenciais (terpendides, derivados de

fenilpropanéides, fendis, etc.)
Reagente de vanilina-icido sulftrico (VS)
Deteccdo de  triterpenos, esterdides
(saponinas e principios amargos)
Reagente de Liebermann-Burchard (LB)
Deteccao de aminoacidos e aminas
biogenéticas
Reagente de ninidrina (NIH)

Detecgao de taninos
Reagente com cloreto férrico (FeCl,) (FE)

Anilise fisica e quimica em cinco amostras das
folhas de carambola utilizada na preparacao
do GV

Determinacao de cinzas totais e insoliveis
em acido (Farmacopéia Brasileira, 1988)

Cinzas totais

Amostras de 3 g da droga vegetal pulverizada,
exatamente pesadas, foram colocadas em cipsula de
porcelana previamente calcinada. A cidpsula mais a
amostra foram incineradas, aumentando,
gradualmente, a temperatura da mufla, a0 miximo
de 450°C, até a liberagio total do carbono da
amostra. O material foi resfriado e pesado.

Cinzas insoliveis em acido

A cinza obtida foi fervida com 25 ml de 4cido
cloridrico a 10% e o precipitado foi recolhido em
um papel de filtro isento de cinza e lavado com dgua
quente. O papel de filtro mais o residuo foram
incinerados a uma temperatura de 800°C até peso
constante.

Determinacao do pH
Brasileira, 1988)

(Farmacopéia

Determinacao da perda por dessecacao
(Farmacopéia Brasileira, 1988)

Amostras de 2,0 g de droga vegetal triturada
foram exatamente pesadas, em  pesa-filtros
previamente tarados, ¢ colocadas em estufa por 2
horas, a temperatura de 105°C. Apés resfriamento
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em dessecador, os pesa-filtros foram pesados e
recolocados em estufa por mais 30 minutos. Esse
procedimento foi repetido até peso constante. Os
resultados foram expressos em perda de massa
percentual, através da média de trés determinagoes.

Determinacio do teor de extrativos
(Deutsches Arzneibuch, 1994)

Cerca de 1,0 g da droga vegetal pulverizada foi
submetida 2 decocgio com 100,0 g de dgua, durante
10 minutos. Apds resfriamento, o volume foi
completado para 100,0 ml. A solugio foi filtrada em
papel de filtro, sendo os primeiros 20,0 ml
desprezados. O restante do filtrado foi pesado
(aliquota equivalente a 20,0 g), em pesa-filtro
previamente tarado, e evaporado até secura em
banho de dgua, sob agitagio constante. O residuo foi
colocado em estufa, 3 temperatura de 105°C por 2
horas, resfriado em dessecador e pesado. O teor de
extrativos foi calculado em massa percentual, pela
média de trés determinagdes, segundo a equacio:

¢.FD.100

m
TE = teor de extrativos (%; m/m);
g = massa de residuo seco (g);
m = massa da amostra (g);
FD = fator de diluigio (5).

TE =

Determinacao do teor de residuo seco
(Deutsches Arzneibuch, 1994)

Uma amostra de 20,0 g da solucio extrativa
obtida na determinacio do teor de extrativos foi
pesada em pesa-filtro previamente tarado e
evaporada até secura em banho de dgua, sob agitacio
constante. O pesa-filtro foi colocado em estufa por 2
horas, a temperatura de aproximadamente 105°C,
resfriado em dessecador e pesado. O resultado foi
expresso em relagio a 100,0 g do extrato, pela média
de trés determinacoes.

Ensaios biolégicos
Animais

Utilizamos duas espécies roedoras (ratos da
linhagem Wistar e camundongos da linhagem Swiss)
e uma espécie nio roedora (cies sem raga definida).
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Estadual de Maringi. Durante o
periodo de aclimatagio, os animais permaneceram
com livre acesso 2 dgua e 2 ra¢io balanceada (Nuvital
®), sendo a seguir submetidos a jejum de 24 horas.
Dessa maneira, todos os animais encontravam-se em
jejum no momento da administracio da Averrhoa
carambola L., visando evitar a interferéncia de
alimentos presentes no trato gastrointestinal,
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Avaliacao da toxicidade aguda do extrato
hidro-alcodlico de Averrhoa carambola L
liofilizado empregando a via intragastrica

Extrato hidro-alcodlico de Averrhoa carambola L
liofilizado foi preparado de forma a alcancarmos a
maior concentragio possivel em fungio da
capacidade mixima de dissolu¢io desse preparado
em dgua (0,25 g/ml). Além disso, levando-se em
conta o volume méiximo a ser administrado pela via
intragistrica em camundongos (0,5 ml), em ratos (1
ml) e em cies (40 ml), as doses administradas nessas
trés espécies foram, respectivamente: 3,5 g/kg, 1,14

g/kge 1,14 g/kg.

Procedimento experimental em ratos e em
camundongos

Os animais foram divididos nos grupos controle
e experimental. O grupo controle recebeu dgua em
volume equivalente ao maximo administrado ao
grupo experimental, ou seja, 0,5 ml e 1 ml,
respectivamente, para camundongos e para ratos;
enquanto o grupo carambola recebeu extrato aquoso
de Averrhoa carambola L. nas doses de 3,5 glkg e 1,14
g/kg, respectivamente, para camundongos e para
ratos. Quatro horas ap6s a administragio de extrato
aquoso de Averrhoa carambola (grupo experimental)
ou de 4gua (grupo controle), os animais foram
decapitados para a coleta de sangue.

Procedimento experimental em caes

Precedendo a administragio via intragastrica de
extrato aquoso de Averrhoa carambola L., na dose de
1,14 g/kg, o sangue foi coletado da veia radial.
Quatro horas ap6s a administracio do extrato aquoso
de Averrhoa carambola L., uma segunda coleta de
sangue foi realizada. Durante o intervalo entre as
coletas, os animais permaneceram em observagio.

Anilises bioquimicas

A partir do sangue coletado nas trés diferentes
espécies investigadas, obteve-se, por centrifugagio, o
soro a partir do qual, realizamos dosagem de alanina
aminotransferase  (ALT), empregando kit da
Labtest® e aspartato aminotransferase (AST),
empregando espectrofotdmetro (Bio-2000 Plus®)
optico; duas enzimas cuja elevagio sérica constitui
indicativo de hepatotoxicidade. Além disso, nas
quatro horas subseqiientes 2 administragio de dgua
(grupo controle) ou de extrato aquoso de Averrhoa
carambola  (grupo carambola), os animais foram
observados quanto 2 possibilidade de ocorréncia de
morte ou de alteragdes comportamentais.

Avaliagao da atividade anti-
hiperglicemiante

Empregamos ratos em jejum de 24 horas, que
receberam, via intragistrica, dgua (grupo controle,
CTR), amilose-1g/kg (grupo controle positivo, AM)
ou AM + extrato liofilizado das folhas de
carambola- Glico-Vitae® (GV) nas doses de 10, 30,
50, 100, 500 ¢ 1000 mg/kg. Trinta minutos apds a
administracio dessas substincias, os animais foram
decapitados e o sangue colhido para dosagem sérica
de glicose pelo método da glicose oxidase
(Bergmeyer e Bernt, 1974). Uma descri¢gio mais
detalhada desses experimentos encontra-se na

legenda da Figura 1.
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Figura 1. Efeito sobre a glicemia da administragio, via intra-
gistrica, de dgua (grupo controle, CTR) de 1 g/kg de amilose
(grupo controle positivo, AM) ou de AM + extrato liofilizado
Glico Vitae® (GV) nas doses de 10, 30, 50, 100, 500 e 1000 mg/Kg.
* p< 0.05, quando comparado ao grupo AM.

Analise estatistica

Os resultados do efeito do extrato liofilizado GV
de Averrhoa carambola L. sobre os niveis séricos de
ALT e AST e de glicose foram analisados pelo teste
“t” de Student para amostras pareadas e nio-
pareadas, utilizando o programa Primer versio 1.0,
prefixando-se o nivel de significincia em 95%
(p<0.05), sendo todos os valores apresentados como
média + erro padrio da média. Por outro lado, o
método cldssico de avaliagio da DL 50 (Finney,
1952) nio foi empregado, pelo fato de que nio se
observou ocorréncia de morte.

Resultados e discussao

Os estudos de toxicidade aguda foram realizados
empregando-se a via intragistrica, baseados no fato
de que a Averrhoa carambola L é consumida por
humanos exclusivamente pela via oral. Como o
figado ¢, provavelmente, o érgio sujeito as maiores
concentragbes dos principios ativos da Averrhoa
carambola L, em fungio de sua administracio pela via
oral, decidimos acrescentar a avaliagio sérica das
enzimas AST e ALT, dois importantes indicadores
de hepatotoxicidade.

O ensaio bioldgico da DL50 do extrato aquoso de
Averrhoa carambola, via intragistrica, nio revelou
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ocorréncia de mortes nas quatro horas que se
seguiram 3 administragio de uma dose de 3,5 g/kg,
1,14 g/kg e 1,14 g/kg, respectivamente, em ratos, em
camundongos ¢ em cies. Porém, nio empregamos
maiores doses em funcio de dois fatores limitantes:
solubilidade da Averrhoa carambola em igua e o
miximo volume possivel de ser administrado pela
via intragistrica em cada espécie investigada. Além
disso, nio observamos ocorréncia de convulsoes,
aumento ou diminuigio da atividade motora, ptose
palpebral, salivagio, diarréia e outras alteracoes
comportamentais. Além disso, como mostram as
Tabelas 1 (camundongos), 2 (ratos) e 3 (cies), nio
ocorreu elevagio sérica da ALT e da AST. Em
resumo, além da auséncia de morte, nio observamos
nenhum indicativo de toxicidade hepatica aguda nas
trés espécies investigadas.

Tabela 1. Niveis sangiiineos de ALT (U/L) e de AST (U/L)
quatro horas ap6s a administragio via intra-gistrica de 0,5 ml de
dgua (grupo controle) ou de 3,5 glkg do extrato aquoso de
Averrhoa carambola L. (grupo experimental) em camundongos da
linhagem Swiss. Os resultados encontram-se como média *+ erro
padrio da média, sendo (') o ntimero de animais

Grupo controle

ALT 56,6+ 4,2 (1)
AST 1549 £10,3 (11)

Grupo experimental

514+3,5 (13)
167,8 £8,1 (13)

Tabela 2. Niveis sangiiineos de ALT (U/L) e de AST (U/L)
quatro horas apés a administragio via intra-gdstrica de 1,0 ml de
dgua (grupo controle) ou de 1,14 gkg do extrato aquoso de
Averrhoa carambola L. (grupo experimental) em ratos da linhagem
Wistar em jejum (15 horas). Os resultados encontram-se como
média * erro padrio da média, sendo () o nimero de animais

Grupo controle

ALT 49,6 £ 1,3 (10)
AST 151,5+ 6,1 (10)

Grupo experimental

52,1+ 34 (10)
1339+ 6,6 (10)

Tabela 3. Niveis sangiiineos de ALT (U/L) e de AST (U/L)
quatro horas apés a administragio via intra-gistrica de 20 ml de
dgua (grupo controle) ou de 1,14 g/kg do extrato aquoso de
Averrhoa carambola L. (grupo experimental) em cies em jejum (15
horas). Os resultados encontram-se como média *+ erro padrio
da média, sendo ( ) o nimero de animais

Grupo controle

ALT 30,8+02 (5)
AST 26,7+2,0 (5)

Grupo experimental

33,0%2,0 (5)
279+ 15 (5)

Resultados semelhantes foram obtidos com o
isosteviol, em nosso primeiro estudo de toxicidade
aguda (Bazotte ef al., 1986).

Estes resultados sugerem auséncia de toxicidade
aguda do extrato liofilizado de Averrhoa carambola, via
intragistrica, principalmente se considerarmos que
fornecemos uma dose equivalente i ingestio de 80-
250 g para um homem de 70 kg. Como humanos
ingerem extrato aquoso de Averrhoa carambola em
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doses e volumes bem mais reduzidos, a possibilidade
de observarmos a ocorréncia de toxidade aguda em
nossa espécie é pouco provével. Por outro lado, com
base na literatura (Neto et al, 1998; Chang et al.,
2000), sugerimos que o produto seja contra-indicado
a pacientes portadores de nefropatias.

A investigagio da atividade anti-hiperglicemiante
da Averrhoa carambola foi realizada em ratos Wistar,
empregando a via intragistrica. O grupo controle
recebeu dgua (CTR), enquanto o grupo controle
positivo recebeu amilose. Neste ensaio, como
esperado, o polissacarideo amilose, que é degradado
a glicose no tratogastrointestinal, promove
significativa elevagio da glicemia (p<0.05). Porém,
esse efeito hiperglicemiante da amilose ¢ inibido pela
administra¢io concomitante do extrato GV a partir
da dose de 30 mg/kg, sendo o efeito miximo
alcangado com a dose de 500 mg/kg. Portanto, os
resultados demonstram que o extrato GV apresenta
efeito anti-hiperglicemiante.

A partir das folhas de carambola utilizadas na
fabricacio do Glico-Vitae®, foram realizados ensaios
fisicos e quimicos (Tabela 4), servindo de
parimetros  para uma  padronizagio  desse
fitoterdpico. A andlise em cromatografia de camada
delgada (Figuras 2 e 3) do Glico-Vitae®, utilizando-
se como reveladores LB, FE, NIH e VS, indicaram a
presenga de taninos, aminoacidos, aminas biogénicas
e uma quantidade majoritiria de triterpenos,
permitindo a padronizagio do GV.

B
A S

-
]
1 2 1 2

Figura 2. Anilise em cromatografia de camada delgada. (1) 10 pg
do extrato (GV), (2) 20 pg do extrato (GV), cromatogramas A:
revelador :reagente de Liebermann-Burchard e B: revelador:
reagente com cloreto férrico (FeCl,)
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Tabela 4. Anilise fisica e quimica das folhas da Averrhoa carambola
L

Determinagio cinzas totais 8,57 %
Determinagio cinzas insoltveis em dcido 1,85 %
Determinagio do pH 6,4

Determinagio da perda por dessecagio 9,17 %
Determinagio do teor de extrativos 31,57 %
Determinagio do teor de residuo seco 9,63 %

A B

1 2 1 2

Figura 3. Anilise em cromatografia de camada delgada. (1) 10 pg
do extrato (GV), (2) 20 pg do extrato (GV), cromatogramas A:
revelador :reagente de Ninidrina e B: revelador: reagente com
vanilina/dcido suftrico
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