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RESUMO

Introdugdo: A Dioclea grandiflora, conhecido como Mucuné de carogo,
atua sobre o Sistema Nervoso Central, doengas da préstata e pedras
nos rins. Objetivo: Realizar estudo toxicolégico néo clinico agudo, em
ratos, com base na Instrugdo Normativa n°4, de 18 de junho de 2014
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Material e
Métodos: Foram utilizados ratos Wistar, ambos os sexos, dose 2000
mg/kg, via oral, do extrato etandlico bruto de Dioclea grandiflora
administrado a um grupo tratado e um grupo controle (veiculo). Ap6s
a administracéo, os parametros de comportamento foi observado por
30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos, consumo de ragdo e agua,
parametros hematoldgicos e bioquimicos. O nimero de sobreviventes
contabilizados para determinar a DL50. Resultados: Houve aumento
estatisticamente significativo no consumo de agua (Controle:
160,4+5,85; Tratado: 201,3+8,55) e racdo das fémeas (Controle:
95,98+3,02; Tratado: 113,1+2,42) e aumento estatisticamente
significativo no consumo de agua (Controle: 236,7+6,43; Tratado:
267,5+8,72) e racdo dos machos (Controle: 152,4+2,51; Tratado:
177,64,15). Aumento estatisticamente significativo na albumina dos
machos (Controle: 3,2+0,08; Tratado: 3,6+0,08), nas fémeas reduziu
estatisticamente significativo a fosfatase alcalina (Controle:
198,5+18,81; Tratado: 99,97+16,02) , proteina total (Controle:
7,85+0,09; Tratado: 6,85+0,24) e globulinas (Controle: 4,28+0,14;
Tratado: 3,27+0,27). Diminuiu estatisticamente significativo o nimero
de hemécias nas fémeas (Controle: 10,18+0,28; Tratado: 9,62+0,18).
Conclusédo: De acordo com os resultados a DL50 foi superior a dose
testada, porém sao necessarios estudos toxicolégicos de longa duragdo
para atestar a seguranga de seu uso.
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ABSTRACT

Introduction: Dioclea grandiflora, known as Mucuna de carogo, acts on
the central nervous system, and against prostate disease and kidney
stones. Objective: To perform a nonclinical acute toxicology study in
rats following the Normative Instruction #4 as of June 18" 2014 of the
National Health Surveillance Agency (ANVISA). Material and Methods:
Wistar rats of both sexes were used in the study. A dose of 2000 mg/
kg of Dioclea grandiflora ethanolic extract was administered orally to
the test group. A control group using only the vehicle was also included.
Then behavioral parameters were monitored for 30, 60, 90, 120, 180,
and 240 minutes after feed and water intake, along with hematological
and biochemical parameters. The number of survivors was recorded
to determine the LD, . Results: There was a statistically significant
increase in water (Control: 160.4 + 5.85; Treated: 201.3 + 8.55), and
feed intake (Control: 95.98 + 3.02; Treated: 113.1 + 2.42) for female
rats; and a statistically significant increase in water (Control: 236.7 +
6.43; Treated: 267.5 + 8.72) and feed intake (Control: 152.4 + 2.51;
Treated: 177.6 £ 4.15) for males. A statistically significant increase in
albumin levels was observed for males (Control: 3.2 + 0.08; Treated:
3.6 £ 0.08), and a decrease in alkaline phosphatase (Control: 198.5 +
18.81; Treated: 99.97 + 16.02), total protein (Control: 7.85 + 0.09;
Treated: 6.85 + 0.24) and globulin (Control: 4.28 + 0.14; Treated: 3.27
+ 0.27) was found for females. Also, in females the number of red
blood cells was found to be significantly reduced (Control: 10.18 +
0.28; Treated: 9.62 + 0.18). Conclusion: According to the results, the
LD, value found was higher than that of the tested dose. However
long-term toxicology studies are needed to further prove the safety
of the extract.
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Q natureza tem servido como fonte de
medicamentos por milénios, sendo muitas
drogas desenvolvidas a partir de fontes
vegetaist. Em virtude dos seus efeitos terapéuticos, 0s
compostos vegetais s8o comumente utilizados pela
populacdo?. No entanto, como diversas espécies
vegetais utilizadas na medicina empiricando possuem
seu efeito farmacolégico elucidado, o conhecimento
popular destes produtos naturais tornou-se a base e o
direcionamento para muitos estudos®.

No mundo, estima-se que apenas 15% das 300
mil espéciesde plantastenham sido submetidasaagum
estudo cientifico paraavaliar seu potencia napreparacéo
denovos produtos. Além disso, autilizag&o de técnicas
modernas de isolamento e identificagdo de compostos
guimicos obtidos de fontes naturais tem propiciado um
aumento na descoberta de novas estruturas quimicas®.

Entretanto, véarias plantas medicinais da flora
nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacdo de suas propriedades farmacol égicas e
toxicas, podendo assim acarretar um sério problemade
saude publica. E importante ressaltar que efeitos
adversos, adulteracdo do produto, toxicidade e
interaces medicamentosas sdo possiveis de ser
verificados tanto com medicamentos alopaticos
convencionais quanto com os fitoterapicos. Do ponto
devistacientifico, pesquisasmostraram que muitasdelas
possuem substancias potencialmente agressivas e, por
esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado,
respeitando seus riscos toxicol 6gicos’.

A Toxicologia tem como objeto de estudo a
observacdo destes efeitos prejudiciais, conhecidos como
efeitostoxicos, qualquer que sejaasubstanciaquimica
causadora e trabalha dentro de um principio que
consiste em conhecer o risco da exposi¢do humana
frente adiversos produtos para ser possivel estabel ecer
as condicOes seguras de exposicdo a estes agentes’.
As fases de um estudo toxicol 6gico ndo-clinico estéo
bem definidas atualmente. No Brasil, uma das normas
gue regulamentam este estudo € a Resolugéo RDC n°
26, de 13 de maio de 2014, que dispde sobre o registro
de medicamentosfitoterapicos e alnstru¢do Normativa
N° 04 de 18 de junho de 2014 determina que 0s ensaios
de toxicologia ndo-clinica deverdo utilizar como
parémetros minimos o Guiaparaaconducdo de estudos
nao-clinicos de toxicol ogia e seguranca farmacol 6gica
necesséria ao desenvolvimento de medicamentos
(ANVISA).

A Dioclea grandiflora Mart. Ex . Benth

(Fabaceae), popul armente conhecido como “mucuna*,
“mucuna-de-caroco “ e “olho-de-boi”, € uma planta
trepadei ra que cresce na caatinga e cerrado, regides do
Nordestedo Brasil. Deacordo com atradicéo popular, a
casca das sementes desta planta e das raizes tém sido
amplamente utilizados paratratar doencasdapréstatae
pedras nos rins’. Estudos fitoquimicos mostrou a
presencade varias substancias naDioclea grandiflora,
taiscomo o paraibanol, agrandol ediosalol (8), dioclein,
dioflorin, diidroflavonol, dioclenol®, isolado a partir
do cloroférmio (CHCI3) porcéo sollivel do extrato de
casca da raiz desta planta. Investigactes anteriores
evidenciaram uma atividade significativa no SNC do
extrato etandlico obtido a partir dacascadaraiz secat,
e do extrato hidroalcodlico a partir das sementes de
Dioclea grandiflora®?. O seu principal constituinte,
diocleina, tem um efeito analgésico significativo em
roedores®, e um efeito vasorrelaxante no endotélio da
aortaderato™. A triagem farmacol 6gicatambém revel ou
a atividade antinoceptiva de dioclenol e dioflorin em
camundongos®. Um estudo foi realizado com umaoutra
parte da planta, as vagens, e relatou atividade
antinoceptiva eficaz em camundongos'.

O teste de toxicidade aguda, por via
intraperitoneal, na dose de 250 mg / kg do extrato
etandlico de Dioclea grandiflora ndo provocou amorte
de nenhum dos animai stratados, enquanto que as doses
de 500, 1000, e 2000 mg/ kg, matou 10%, 90% e 100%

dos animais tratados, respectivamente. As mortes

ocorreram dentro de um periodo de observacdo de 14
dias. Portanto, estes dados indicam que a DL50 para
este extrato € 753 mg/ kg*'.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
toxicidade ndo-clinica aguda do Extrato Etandlico de
DiocleagrandifloraMart. Ex Benth (Fabaceae) (EEDQ),
por viaoral, segundo alnstrucgo NormativaN° 04 de 18
deJunho de 2014 daANVISA.

MATERIAL E METODOS

Prepar acio doextrato etandlico de Diocleagrandiflora
Mart

As cascas das raizes foram submetidas a um
processo de extracdo utilizando o aparelho de Soxhlet,
por um periodo de 24 horas, sendo o solvente extrator
uma solucéo de etanol a 95% e concentrados em
evaporador rotatério em umatemperatura de 60°C.
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Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus
novergicus), albinos, adultos, machos e fémeas
(nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 180 e 250
gramas, fornecidos pelo biotério Prof. Thomas George
do Instituto de Pesquisaem Farmacos e M edicamentos
—|PeFarM daUniversidade Federal daParaiba- UFPB.
Foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos
sob condi¢des controladas de temperaturade 27 + 2°C,
sem uso de qual quer medicamento, tendo livre acesso a
comida (tipo pellets) e agua potavel disponivel em
garrafas graduadas de polietileno, com bicos em ago
inox, colocadas nas grades metédlicas das gaiolasnasua
parte superior. As atividades de pesquisa foram
desenvolvidas no Laboratério de Ensaios Toxicol 6gicos
(LABETOX) — IPeFarM da Universidade Federal da
Paraiba— UFPB.

Ensaiotoxicoldgico agudo

No estudo de toxicidade aguda, foram utilizados
ratos Wistar, sendo 12 machos e 12 fémeas, sendo 6
animais por caixa, osanimaisreceberam adose de 2000
mg/Kg de peso corporal por via oral do EEDg. Apos
administracdo, foram observados os efeitos gerais
apresentados pelos animais experimentais nos
intervalos: 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutosno primeiro
diaeumavez ao dia, sempre no mesmo horario, nos 13
dias seguintes, com 0 objetivo de mapear possiveis
alteragbes comportamentais, sugestivas de atividade
sobre o SistemaNervoso Central (SNC) ou no Sistema
Nervoso Autdnomo (SNA), utilizando-se protocolo
experimental, elaborado pel o Setor de Psicofarmacologia
18 . Um grupo também com 12 animais (6 machos e 6
fémeas) tratado com o veiculo de dilui¢8o do extrato,
permaneceu como grupo controle.

Diariamente, foram observados o consumo de
agua, a ingestdo de alimentos e a evolugdo pondera
semanal. Ap6s 0 14° dia, os animais sobreviventes e 0s
animais do grupo controle, foram eutanasiados, sendo
coletada amostra do sangue, para andlise laboratorial
dos parémetros bioquimicos e hematol 6gicos.

Anéliselaboratorial dosangue
O sangue foi coletado em tubos com

anticoagul ante &cido etilenodiamino tetracético (EDTA)
paradeterminacéo dos parametros hematol 6gicoseem

tubos com gel separador —Microtainer Becton Dickson®
—centrifugados por 5 minutosa3.500 rpm, paraobtencdo
do soro paradeterminagdo dos parametros bioquimicos.

Par ametr oshematol 6gicos

Asandlises hematol 6gi cas constaram do estudo
dasérie vermelha(eritrograma), branca (leucograma) e
contagem de plaguetas. No eritrogramafoi realizadaa
contagem de hemécias, determinag&o do hematdcrito,
dahemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), da
hemoglobina corpuscular média (HCM), e da
concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM). No leucograma a contagem global dos
leucdcitos e contagem da diferenciacdo celular.

Par&metr osbioquimicos

Asandlises bioquimicasrealizadas em amostras
de soro das dosagens de glicose, uréia, colesterol total,
trigliceridios, &cido Urico, creatinina, transaminases:
Aspartato Amino Transferase (AST) e AlaninaAmino
Transferase (ALT), Gama Glutil Transferase (GGT),
fosfatase a calinae proteinastotais e fragdes realizadas
no analisador bioquimico automatizado COBAS MIRA
PLUS® - ROCHE. O sodio, potéssio, cdlcio, magnésioe
cloreto determinados pelo analisador de ions seletivos
ElectrolyteAnalyzer AVLAB®.

Analiseestatistica

Para andlise estatistica dos resultados, foi
utilizado o Teste“t” de Student n&o pareado, utilizando
o0 Software Graph Pad Prism 6.0, sendo os resultados
considerados significativos quando apresentaram
valoresdep < 0,05.

RESULTADOS
Consumodeéguaeracao:

Os resultados, mostrados na Tabela 1,
demonstram aumento estati sticamente significativo no
consumo de agua e racéo de machos e fémeas tratados
com a dose de 2000mg/Kg do Extrato Etandlico de
Dioclea grandiflora Mart. Ex. Benth ( EEDg), durante
14 dias.
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Grupo :
(mL) (a)
Machos
Controle 23674643 152,442 51
Tratado 26754872 17764415
Grupo  Consumode Agua  Consumo de Racéo
Fémeas
Controle 160 .4+5 85 95,98+3.02
Tratado 201.3+8.55 1131242
Os resultados na tabela 2 demonstram que K g eaumento estati sticamente significativo nadosagem
houve diminuicdo estatisticamente significativa na dea buminados machostratados com adose de 2000mg/
dosagem de fosfatase alcalina, proteinas totais e K g do Extrato Etandlico de Dioclea grandiflora Mart.
globulina das fémeas tratados com a dose de 2000mg/ Ex. Benth (EEDg), durante 14 dias.
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: - ...;.;-;"&.!.L;LL, 1 :,.J' [ "' : tuder : v
Grupos O Magnisio  LDH Anlise ""t;':'l';“ Albumina  Globulina
gd) @) o) ey O ga) (g
Machos
Contrale ”d";ﬁt 1.06:0,07 ﬁﬁ 653241402 7224013  32:008 402:000
Tratado ”da;]t 1.99:0,09 ﬂ% 60576082 763050 35:008° 407:005
Feémeas
Controle ‘f]‘;?; 193010 35153;9; 19620978 7850000 357:007 428014
Tratado ‘g-ﬂt 20440,15 E;fﬁ 9710:2504  6A5:024° 375:000 3274027

Os resultados na tabela 3, demonstram que
houve diminuicdo estatisticamente significativo nas
hemacias das fémeas tratados com a dose de 2000mg/

K g com adose de 2000mg/K g do Extrato Etandlico de
Dioclea grandiflora Mart. Ex. Benth (EEDg), durante
14 dias.

rabela 3. Pardmedros hematologicos oblidos do soro de ratos tratados com a dose de 2000 mg'kg do
Zxtralo Etandlico de Dioclea grandifiora Mart, Ex. Benth (Fabaceae) (EEDg ) durante o ensaio de loxicidade
iquda. Os valores esido expressos em média £ e.p.m. (n=6). Teste ‘1" de Student.*p=0,05.

Controle
Tratado

Controle
Tratado

Controle
Tratado

Controle
Tratado

Hemacias  Hemoglobina Hematocri Ve
frivmac-Si to (%) )
Machos
10214023 1654020 4794119 47.00+045
10,120,413 1064027 48 3+2 49 48,00+0.58
Fémeas
1018028 15984039 4754163  466:074
9624018 15464028 4424086 4604044
Leucocitos  Neutrdfilo  Eosindfilo Linfocito
{10fmm) (%) (%) (%)
Machos
7.6240.53 28 6+242 08+40.2 6060312
B.43+067 22,3412 134033 6733088
Fémeas
6.26H0.7 25 4+0,68 1.8:049  66.2+1.34
605409 2954411 1.0+0.40 62.3+4.2

HCM (jsug)  CHCM (%]
16.18+0.21  34.4840.31
16504050 3453135
15.68+0,19 3368047
16.0840,16 3494037
Monécito  Plaguetas

(%) (10/mm)
88+1.2 631438 42

8.3+168 631,3488 .5
6.6:0.68 605 666,56
1.3+165 6:33.3+39,16

w.ﬁ
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DISCUSSAO

O uso de plantas € uma pratica prevalente na
populacdo, principalmente onde as condi¢des sociais e
econdmicas sdo mais precarias. Considerando a
importancia destes aspectos é que foi realizado um
estudo que objetivou ainvestigacéo da toxicidade ndo
clinica aguda do Extrato Etandlico de Dioclea
grandifloraMart. Ex. Benth em ratos submetidos adose
de2000 mg/kg, viaoral.

A triagem farmacoldgica'® apresenta uma
metodologiaparascreening farmacol 6gico de extratos,
substancias, dentre outros produtos de origem vegetais
com possiveis atividades no Sistema Nervoso Central,
avaliando-se através de um elenco de comportamentos
pré-estabelecidos, possiveis de serem observados em
qual quer Laboratdrio de Farmacol ogia Experimental , que
correspondem a atividades estimulantes e depressoras
sobre o SNC e atividades sobre o Sistema Nervoso
Autdnomo®. Naobservacado datriagem farmacol gica®
ndo foi evidenciado nenhuma alteragdo em ambos os
sexos no periodo de tempo avaliado.

A ingestdo de agua e de nutrientes sdo
parémetros importantes no estudo da seguranca de um
produto com fins terapéuticos, sdo essenciais para o
bom funcionamento do sistemafisiol 6gico dosanimais
e, consegquentemente, para uma adequada resposta a
drogatestada, ja que condic¢des nutricionaisimproprias
podem acarretar deficiénciado organismo®®.

A fosfatase alcalina encontrada no soro é
resultado da presenca de diferentes isoenzimas
originadas em diferentes drgdos, com predominio das
fragbesrenais, Gsseas e hepéticas. E também umaenzima
presente em praticamente todos os tecidos do
organismo, especial mente nas membranas das células
dostubulosrenais, ossos (osteoblastos), placenta, trato
intestinal efigado. A andlise desse parémetro irdmostrar
se existe alguma doenca 0ssea, nas quais ocorre
diminuic&o da atividade das células 6sseas, bem como
patologias hepaticas e desvio cardiopulmonar®.

Os perfis de hipoproteinemias resultantes da
desnutri¢cdo ou da perda protel caimportante apresentam
reducdo em todas as fragbes, portanto, aumento e
diminuic&o de proteinas sdo anormalidades|aboratoriais
comumente encontradas em animais. Tais alteraces se

devem aanormalidades no teor de albumina/globulina.
A interpretacéo das alteracGes no teor de proteina
depende daidentificacéo dafracdo protéicado soro ou
plasma (albumina, globulinae, no plasma, fibrinogénio).
Aumento ou diminui¢do na concentracdo de albumina
ou globulina nem sempre provoca alteracéo detectével
do contetido da proteinatotal . Portanto, nainterpretagdo
dessasalteracfesdevem-seavaliar osteoresde albumina
e de globulina, além da concentracéo de proteinatotal.
A globulina naforma de haptoglobinatem afuncéo de
se combinar com a hemoglobina liberada pelalise dos
eritrocitosafim depreservar asreservasdeferro corporal
e de proteinas. Concentragdes baixas de haptoglobina
podem acompanhar as hepatopatias quando a
capacidade sintética do figado encontra-se
comprometida?.

Os aumentos nas concentragdes séricas de
albumina sdo pouco frequentes, embora acorram em
casos de desidratacéo na medida em que afase liquida
do plasma sofre retracéo, ap0s a reidratacdo, a
concentrac@o de albumina deve voltar aos valores de
referéncianormai .

Hemécias sdo unidades morfolégicas da série
vermelha do sangue, também designadas
por eritrocitos ou glébulos vermelhos, que estéo
presentes no sangue em nimero de cercade 4,5a6,5 x
10%mmga, em condigdes normais. S&o constituidas
basicamente por globulina e hemoglobina (compostade
4 moléculas proteicas de estrutura terciaria e 4
grupamentos heme) que contém o ferro (cadaionferro é
capaz de seligar frouxamente adois a&tomos de oxigénio,
um para cada mol éculade hemoglobina), e asuafuncéo
€ transportar o oxigénio (principalmente) e o gas
carbbnico (em menor quantidade) aos tecidos. E
apresenta 0 seu nimero reduzido em alguns tipos
de anemias®.

Todos os valores estdo dentro da normalidade
de acordo com parametros hematol 6gicos e bioquimicos
de Ratos Wistar do Biotério Professor Thomas George
—UFPB%.

Conforme protocolos internacionais, o estudo
detoxicidade em dosesrepetidas deveraser conduzido
a partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda.
Esse teste visa identificar o espectro de toxicidade
cumulativa do produto, podendo ser descrito
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primeiramente, pelos oOrgaos alvo afetados,
reversibilidade das lesdes, avaliagdo dos parametros
clinicos, além de ser fonte de informacéo das doses a
serem estudadas nos testes de toxicidade cronica onde
o periodo de administracéo € de 90 dias.

Asobservacdes clinicas diérias dos animais nos
testes de toxicidade aguda sdo também importantes para
o direcionamento da escolha das doses utilizadas nos
estudos de toxicidade em doses repetidas, visto que a
selecdo dessas doses € um ponto critico.

Essas devem ser maiores que a dose sugerida
parauso em humanos, em média 10 vezes®, assim como
aquelasavaliadas em animais, ondeintervalosdedez a
vinte e cinco vezes entre as mesmas sdo considerados
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