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Resumo: A Caatinga é um dos principais biomas brasileiros que apresentam uma grande diversidade
de produtos naturais com propriedades terapéuticas que sao utilizadas pelas comunidades da regido. A
Pityrocarpa moniliformes é uma espécie endémica da caatinga pouco explorada em relacdo a seu
potencial farmacol6gico, mas estudos recentes revelaram importante acdo bioldgica. Apesar dessa
espécie apresentar relevantes propriedades bioativas, sdo necessarios estudos que confirmem
seguranca quanto a utilizacdo dessa planta, ou seja, é preciso conhecer a possivel toxicidade desta
espécie. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo realizar a avaliagdo histopatoldgica do rim,
figado e baco de camundongos expostos por via oral ao extrato de P. moniliformes. Os extratos foram
obtidos através de extrator automatico com o solvente ciclohexano. Os animais foram divididos em
dois grupos A e B, ambos com trés animais cada, o grupo A recebeu uma dose do extrato hexanico
(2000mg/kg) e o grupo B recebeu uma dose de DMSO 10% e PBS, sendo esse o grupo controle. Ap6s
0 14° dia da administracdo, os animais foram eutanasiados. Os 6rgdos dos animais foram retirados e
fixados em formaldeido a 10% neutro tamponado, por um periodo de 24 horas, para serem submetidos
ao processo histologico, em seguida os dados foram tabulados e analisados. Na analise histopatoldgica
foram observadas algumas alteraces significativas em todos os 0Orgdos analisados dos animais
tratados quando comparados ao grupo controle. As alteracdes histoldgicas observadas nos 6rgaos dos
camundongos sugerem uma ac¢do téxica da planta sobre o modelo experimental estudado.
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Introducéo

A caatinga constitui um bioma exclusivamente brasileiro, de modo que sua &rea
principal localiza-se na regido Nordeste, possuindo também um pequeno trecho no Sudeste do
pais. Quanto a sua nomenclatura oficial, classifica-se como Savana Estépica. A caatinga
apresenta uma ampla diversidade de taxons, as quais incluem um ndmero significativo de
espécies raras e endémicas (SILVA et al., 2003; FORZZA et al., 2015).

Segundo Forzza et al. (2012), a caatinga possui um total de 4.322 espécies de plantas
com sementes, sendo 744 endémicas (0 que equivale a 17,2% do total de taxons registrados).
Este reservatorio de biodiversidade pode ser caracterizado como vegetagdo arbustivo-arborea,
constituida por folhas caducas no verdo, provido de espinhos, com cactaceas e bromeliaceo.
Estes atributos permitem a sobrevivéncia das espécies em condi¢bes edafocliméaticas do

semiarido nordestino (ANDRADE-LIMA, 1981).
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Dentre as espécies da caatinga, com importantes atividades bioldgicas, a Pityrocarpa
moniliformis, possui atividade antioxidante e fotoprotetora natural, com potencial capacidade
de combater o estresse oxidativo (BALOGH et al., 2011). A P. moniliformis pertence a
familia Fabaceae, a qual corresponde a terceira maior familia das angiospermas e uma das
maiores dentre as dicotiledoneas. E uma espécie comumente encontrada no Vale do Rio Sio
Francisco, regido que margeia o rio Sdo Francisco nos estados de Minas Gerais, Bahia e
Pernambuco (BENEDITO, 2011).

De acordo com Benedito (2011), esta espécie é popularmente conhecida como “angico
de bezerro”, “catanduva”, “quipembe” no estado de PE, “surucucu” no estado da BA e
“carrasco” no estado do PA. E largamente utilizada no fornecimento de madeira, lenha e
carvao.

E considerada uma espécie rlstica, de crescimento réapido, indicada para
reflorestamentos heterogéneos com finalidades preservacionistas e indicada como forragem
para bovinos e ovinos (AZEREDO e colaboradores, 2010). Além disso, & muito Gtil para a
apicultura na regido Nordeste do Brasil, uma vez que, a apicultura tem como fonte as flores de
plantas nativas e esta espécie é evidenciada como planta melifera em potencial. Suas flores sdo
apreciadas pelas abelhas, garantindo um mel de excelente qualidade (SILVA et al., 2003).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), estudos evidenciaram que
aproximadamente 80% da populagdo mundial utilizou ou utiliza algum extrato natural para
tratar agravos a saude. Contudo, geralmente o uso de plantas medicinais é mediante o
conhecimento empirico sem o acesso a informacdes cientificas de seus possiveis efeitos
toxicos e reacdes adversas (BRASIL, 2006 a e b).

Isto torna-se um fator preocupante, pois, mesmo sendo muito utilizadas, ainda néo se
tem o conhecimento sobre a a¢do de todas as plantas medicinais no organismo bem como seu
potencial toxico. E levando em consideracdo a P. moniliformes, apesar de apresentar atividades
bioldgicas relevantes, sdo necessarios estudos que confirmem seguranca quanto a utilizacéo
dessa planta, ou seja, faz-se necessario conhecer a toxicidade desta espécie. Desse modo, o
presente estudo teve com objetivo realizar a avaliagdo histopatologica do rim, figado e baco de

camundongos expostos por via oral ao extrato de P. moniliformes.
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Folhas de P. moniliformes foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau, em
Buique, Pernambuco, e uma exsicata da espécie foi encaminhada para Herbario IPA (Instituto
Agrondmico de Pernambuco), para identificacdo. As folhas foram submetidas a secagem na
estufa de circulacdo de ar forcado (40-45°C), durante trés dias, posteriormente foram
trituradas em moinho. Apds a trituracdo o material foi pesado e submetido & extracdo em
extrator automatico ASE 350 Dionex, utilizando o solvente ciclohexano, sob temperatura de
40°C durante 15 minutos sob pressdo de £1500 psi e fluxo de solvente de 5mL/min. Em
seguida o estrato foi filtrado, e permaneceu a temperatura ambiente para secagem completa
do solvente, apds esse processo foram armazenados em vidro &mbar na temperatura ambiente.
Para uso de animais, o experimento teve aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEUA) (Protocolo n°® 23076.052055/2014-21).

Foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus musculus) pesando entre 38-50 g.
Antes dos testes, os camundongos foram aclimatados por 7 dias em condi¢fes controladas
(22+ 2°C, 60 + 10% de umidade e fotoperiodo de 12h claro/escuro), receberam racéo e agua
ad libitum, no Biotério do Centro Académico de Vitoria/Universidade Federal de Pernambuco
em caixas de polipropileno adequadas. Ap6s o periodo de aclimatacdo, foram agrupados
randomicamente e identificados como grupos controle e teste.

Para a avaliacdo histopatolégica dos 6rgdos os animais foram submetidos por via oral
ao extrato organico de P. moniliformes na dose limite de 2000mg/kg de acordo com a diretriz
n°423 da OECD/OCDE (OECD, 2001). Os camundongos foram distribuidos igualmente em e
grupos (n=3). O grupo controle negativo recebeu DMSO 10% e PBS, veiculo no qual os
extratos foram diluidos, o grupo teste recebeu o extrato.

Apos 0 14° da administracdo, os animais foram eutanasiados e realizou-se a retirada do
figado, rim e baco para andlise histoldgica. ApoOs a coleta, os dérgdos foram clivados e
separados em potes contendo uma solucdo de formol a 10 % neutro tamponado (NBF), pelo
periodo de 48 horas. Apds esse intervalo de tempo, os oOrgdos foram submetidos ao
processador automatico de tecidos (histotécnico) para serem incluidos posteriormente na
parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo ajustado para 4pum. Assim, 0S cortes
obtidos foram colocados em laminas contendo albumina e mantidos em estufa regulada a
temperatura de 60°C, por 24 horas para secagem. Os cortes foram submetidos a técnica de

coloracéo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.).
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As imagens histoldgicas destas laminas foram capturadas por cdmera digital (Moticam
3000) acoplada ao microscopio Optico (Nikon E-200), sob foco fixo e clareza de campo,
obtendo-se 20 campos por lamina com aumento final de 100 a 400X. As fotomicrografias
foram avaliadas através do software ImagJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

A analise estatistica e os desvios (SD) para os 6rgaos foram realizados usando SPSS
15.0 (Statistical Package for the Social Sciences). Os dados foram expressos como média *
SD. Diferencas significativas foram estabelecidas pelo teste de Mann-Whitney em 5% (P

<0,05) e comparadas com o controle negativo.

Resultados e Discussao

A andlise histopatoldgica do figado, rim e bago de camundongos expostos por via oral
ao extrato hexanico de P. moniliformes estdo apresentadas na Tabelal, 2 e 3.

Tabela 1. Analise histopatoldgica do figado de camundongos expostos aos extratos organicos

das folhas de P. moniliformes.

Figado
Grupos
Hepatdcito Célula de Kupffer
Extrato Hexanico 30,28+7,00 18,2345,11"
Controle negativo 28,75+7,9 14,75+4,86

*Diferenca estatisticamente significante por teste de Mann-Whitney em 5% (P <0,05)
comparado com o controle negativo. Dados expressos como Média + DP. (n= 3 animais em
cada grupo).
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Tabela 2. Analise histopatoldgica do rim de camundongos expostos aos extratos organicos das
folhas de P. moniliformes.

Rim
Grupos
Corpusculo Glomérulo
Extrato Hexanico 3507,4+1474,5 2617,2+1186,5
Controle negativo 4315,2+1500,0 2961,0+£1115,9

*Diferenca estatisticamente significante por teste de Mann-Whitney em 5% (P <0,05)
comparado com o controle negativo. Dados expressos como Média + DP. (n= 3 animais em
cada grupo).

Tabela 3. Analise histopatoldgica do baco de camundongos expostos aos extratos organicos

das folhas de P. moniliformes.

Baco
Grupos
Estroma Polpa vermelha Polpa branca
Extrato Hexanico 3,86+1,62 43,63+11,50 52,50+10,91"
Controle negativo 3,21+2,22 38,69+14,58 58,09+14,08

"Diferenca estatisticamente significante por teste de Mann-Whitney em 5% (P <0,05)
comparado com o controle negativo. Dados expressos como Média + DP. (n= 3 animais em

cada grupo).

O extrato hexanico apresentou um aumento das células de Kupffer, o que pode indicar
processos inflamatorios e danos hepéticos. Essas células sdo de grande importancia por
desempenharem um papel na manutencdo da funcdo hepéatica em condicGes patoldgicas e
fisioldgicas, atuando principalmente na fagocitose de particulas estranhas (ARI; IMANURA,
2010). Além disso, as células de Kupffer removem substancias prejudiciais e modulam a
resposta imune, desempenhando ampla ac¢éo na resposta inflamatéria. A ativagéo celular dos
processos inflamatorios pode estar associada a sinais morfologicos de ativacdo e ao aumento
da populacdo celular e liberam substancias biologicamente ativas como as citocinas, que
promovem 0 processo patologico apds sua ativacdo (EGUCHI et al., 1991; TSUTSUI,

NISHIGUCHI, 2014). Sendo assim, esse aumento do
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namero de células de Kupffer pode estar envolvido na patogénese de alguma lesdo hepatica,
devido & exposicdo a toxinas, produtos quimicos e agentes farmacolédgicos (LUCKEY;
PETERSEN 2001, ITO et al., 2003, ONO et al., 2004, KOLIOS et al., 2006).

Alteracbes significativas nas andlises histopatoldgica dos rins foram observadas,
ocorrendo diminuicdo das &reas do corpusculo e glomérulo renal o que pode indicar
deficiéncia na taxa de filtracdo. O glomérulo é o local inicial da exposi¢do de substancias
quimicas dentro do néfron o que pode acarretar em uma série de lesdes neste local. Em certos
casos, as substancias podem alterar a permeabilidade glomerular e as proteinas, alterando o
tamanho e a carga e consequentemente modificam suas func¢des (KLAASSEN, 2008).

Em relacdo ao baco, os dados apresentados na tabela 1 mostraram que houve uma
diminuicdo significativa para a polpa branca no grupo teste quando comparado ao grupo
controle. O baco esté intimamente relacionado com a defesa do organismo, e especificamente
a polpa branca que abriga os linfocitos T, fazendo parte do sistema de defesa. (TORRES et
al., 2000; CHRISTOPHET, 2003; AGUIAR et al., 2008).

Diversos estudos da avaliacdo histopatoldgica dos mesmos 6rgdos avaliados no
presente estudo sdo encontrados comumente na literatura, demonstrando a importancia de
avaliar a toxicidade de extratos de plantas, que séo utilizados muitas vezes pela populagéo
para tratamento de doencas sem o devido conhecimento toxicologico das espécies
(SANTANA et al., 2015).

As andlises histoldgicas realizadas com extratos de origem vegetal revelaram que o
orgdo mais envolvido com o processo de toxicidade é o figado, ocasionando muitas vezes
alteragBes nos hepatocitos, focos de infiltrado inflamatério, hemorragia e aumento da
presenca de mitose. Vale ressaltar ainda que essas alteracbes podem variar entre leve,
moderada e severa dependendo do tipo e da concentracdo da substancia avaliada, para a dose

utilizada no estudo, a toxicidade classifica-se como moderada (MARTINS et al, 2009).

Conclusodes

Pode-se concluir, que o extrato P. moniliformes na dose 2000mg/kg apresenta uma
moderada toxicidade frente aos 6rgdos dos camundongos Swiss analisados. Ainda assim,
ensaios adicionais de toxicidade sub-aguda e cronica s@o necessarios, a fim de, garantir que a

planta confere baixo risco ao ambiente, animais domésticos e 0 homem.
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