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Resumo

A utilizacdo de plantas medicinais é umas das praticas curativas mais antigas utilizadas pela humanidade. A espécie vegetal Qualea
grandiflora Mart € utilizada popularmente para tratamento de asma, Ulcera e processos inflamatorios. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a toxicidade aguda do extrato aquoso de folhas de Qualea grandiflora Mart pelo teste Hipocratico em camundongos albinos
Swiss Webster. Foram utilizados 48 animais, divididos em grupos, sendo 6 grupos tratados com o extrato hidroetanolico de Qualea
grandiflora (HEQGM) por via oral (v.0) nas doses de 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 mg/kg e 6 grupos tratados com 0 EHEQGM por via
intraperitoneal (i.p) nas mesmas doses. Um animal controle foi utilizado para cada dose recebendo veiculo (agua destilada e DMSO, 10
ml/kg). Os animais foram observados individualmente em gaiolas apropriadas (campo aberto) nos tempos zero, 15 e 30 min, 1, 2, 4 e 8h
durante o periodo de 14 dias. Foram observadas mudangas comportamentais em ambos os grupos e houve ébito nos grupos i.p 500 e
1000 mg/kg. Porém, no exame histopatolégico dos 6rgdos destes animais ndo se observou alteracGes significantes. Alguns efeitos
indesejaveis observados neste estudo por meio dos parametros avaliados demonstram que a utilizacdo da planta nas doses mais elevadas
deve ser evitada.

Descritores: Toxicidade Aguda; Plantas Medicinais; Camundongos.

Abstract

The use of medicinal plants is one of the most ancient practices of humanity. The Qualea grandiflora Mart species is popularly used as a
medical treatment for asthma, ulcer and inflammatory processes. The porpouse of this work is evaluate the acute toxicity of hydro-
ethanolic Qualea grandiflora Mart leaf extract in Swiss Webster albino mice, by Hippocratic test. The amount of 48 mice were tested,
divided into groups, of which 6 groups have been treated using hydro-ethanolic Qualea grandiflora Mart extract (EHEQGM) , in 25, 50,
100, 250, 500 and 1000 mg/kg doses, orally administered and 6 groups have been treated usind EHEQGM intraperitoneal injection, in
the same doses. An animal has been used for each dose, receiving dissolvent liquid (distilled water and DMSO, 10 ml/kg). The animals
were watched individually, into appropriate cages (open field), instantly, after 15 and 30 minutes and after 1, 2, 4 and 8 hours. They
were also watched once per day, during 14 days. Some behavioral changes were noted in both groups and there were deaths in i.p
500/1000 mg/kg groups, but the results of the histopathological examination did not present significant changes in these animals organs.
Some noted undesirable effects during this study by assessed parameters show that the use of Qualea grandiflora Mart in high doses
should be avoided.

Descriptors: Acute Toxicity; Plants, Medicinal; Mice.

Resumen

La utilizacion de plantas medicinales es una de las practicas curativas mas antiguas utilizadas por la humanidad. La especie vegetal
Qualea grandiflora Mart es usada popularmente para tratamiento del asma, Ulcera y procesos inflamatorios. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso de hojas de Qualea grandiflora Mart por la prueba de Hipdcrates en ratones albinos
Swiss Webster. Fueron utilizados 48 animales, divididos en grupos, siendo 6 grupos tratados con el extracto hidroetanolico de Qualea
grandiflora (HEQGM) por via oral (v.0) en dosis de 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 mg/kg y 6 grupos tratados con el EHEQGM por via
intraperitoneal (i.p) en las mismas dosis. Un animal control fue utilizado para cada dosis recibiendo vehiculo (agua destilada y DMSO,
10 ml/kg). Los animales fueron observados individualmente en jaulas apropiadas (campo abierto) en tiempos cero, 15 y 30 minutos; 1, 2,
4y 8 horas, y una vez, a cada dia, por 14 dias. Fueron observados cambios comportamentales en ambos grupos y hubo muerte en los
grupos i.p 500/1000 mg/kg, sin embargo en el examen histopatologico en los 6rganos de estos animales no se obervo alteraciones
significantes. Algunos efectos indeseables observados en este estudio por medio de los parametros evaluados demuestran que la
utilizacion de la planta en las dosis mas elevadas debe ser hecha de manera cautelosa.

Descriptores: Toxicidad Aguda; Plantas Medicinales; Ratones.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais propde uma
intervencdo de cura e prevencdo de doencas. E
considerada uma das formas classicas de terapia
alternativa na populacdo, onde esse conhecimento
designa, em muitos casos, 0 Unico recurso terapéutico
de muitas comunidades e grupos étnicos. Plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres e
mercados populares e, muitas vezes, também s&o
encontradas em quintais residenciais’.

Assim  sendo, as plantas medicinais
desempenham papel importante na medicina moderna,
fornecendo farmacos importantes no qual seria
dificilmente obtido por via sintética. Os compostos
naturais podem ser modificados para diminui¢do dos
efeitos toxicos e aumento da atividade e servem como
protétipo para obtencdo de novos farmacos®.

A pratica curativa utilizando plantas medicinais
indicou que algumas espécies podem apresentar
substancias potencialmente agressivas, devendo ser
utilizadas com cuidado levando em conta sua
toxicidade. Como exemplos de efeitos toxicos, as
reacOes hepatotdxicas causadas pelas substancias
apiol, safrol, lignanas e alcalGides e as reacGes renais
causadas por espeécies ricas em terpenos. Sabe-se
também que diversas substancias isoladas de vegetais
que sdo consideradas medicinais possuem atividade
citotdxica ou genotoxicas estando relacionadas com a
incidéncia de tumores® (Junior et al., 2005).

Qualea grandiflora Mart (QGF) é uma arvore
tipica do Cerrado, conhecida popularmente como pau-
terra, pau-terra-do-campo, pau-terra-do-cerrado, pau-
terra-da-folha-larga, ariava, entre outros®. A infusdo
dos frutos é usada no tratamento de asma e a infusao
das cascas, para limpeza externa de Ulceras e feridas e,
também, contra inflamacdes”.

Segundo estudo de Ayres®, a Qualea grandifora
Mart apresenta atividade antimicrobiana, sendo de
grande importancia no combate de patdgenos
relacionado com a ocorréncia de endocardites,
bacteremias, sepse, bem como outras graves infeccoes
envolvidas com dispositivos médicos. O extrato bruto
das folhas possui acdo depressora do sistema nervoso
central, efeito analgésico e um potencial
anticonvulsivo’.

O efeito toxico desta planta foi estudado por
Gaspi et al.” em diferentes doses do extrato, sendo que
na concentracdo de 100 mg/kg ndo obteve nenhum
sintoma anormal, nas de 300, 500,1000 e 1500 mg/kg
0S animais ja& obtiveram sintomas anormais como
cianose, pilo-erecdo, contorgbes, ptose palpebral,
tremores, convulsdes e dbitos.

Apesar das plantas medicinais apresentarem
efeitos benéficos revelados nos estudos, sempre se faz
necessario buscar também sua seguranca de uso, ou
seja, conhecer a toxicidade presente nas espécies
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vegetais. Sabe-se que uma das formas de buscar este
tipo de informacdo € através de experimentos de
toxicidade em animais.

Diante do exposto, o proposito deste trabalho
foi investigar o efeito toxicologico da Qualea
grandiflora Mart por meio do teste hipocratico e
anadlise  anatomopatolégica  dos  o6rgdos  de
camundongos albinos Swiss Webster tratados com seu
extrato hidroetanolico.

MATERIAL E METODO

o COLETA DO MATERIAL BOTANICO
As partes da planta Qualea grandiflora Mart

foram coletadas no Cerrado da Regido Centro-Oeste,
armazenadas em recipientes apropriados, e
transportadas para o Laboratorio de Pesquisa de
Produtos Naturais da Universidade de Cuiaba para e
obtencdo do extrato hidroetandlico. O material
coletado foi herborizado pelo método convencional®,
A identificacdo foi realizada através do uso de chaves
especificas para identificacdo de familia, género e
especie.

o OBTENGAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO
DA Qualea grandiflora Mart (EHEQGM)

O material vegetal coletado foi limpo, seco a
temperatura ambiente e triturado em moinho elétrico
com tamis n° 50. O p6 obtido foi macerado com etanol
(1:5, p/v) por 7 dias, a temperatura ambiente, filtrado,
concentrado em rotaevaporador, sob pressdo reduzida
e temperatura de 40 °C. O solvente residual foi
evaporado em estufa a 40°C, e o extrato, assim obtido,
liofilizado e envasado em frasco ambar e mantido em
geladeira a 4 £ 1°C. No momento de uso, 0 EHEQGM
foi dissolvido em solvente apropriado para a
concentracdo desejada.

o ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Mus musculus,
variedade Swiss Webster, machos adultos, pesando
entre (35-52 provenientes do Biotério do Hospital
Veterinario da Universidade de Cuiaba-UNIC/MT. Os
animais foram mantidos em caixas de prolipropileno,
a temperatura variando entre 22 + 1°C, sob ciclo de
12h claro/escuro, com acesso a ra¢do Purina® e agua
ad libitum. Foram utilizados 3 animais por grupo e 1
animal controle por grupo. Esta pesquisa seguiu 0S
Principios Eticos na Experimentacio Animal e teve
aprovacdo do Comité de Etica da Universidade de
Cuiaba-UNIC/MT, protocolo n° 2011-044.

o ENSAIO TOXICOLOGICO

Os animais foram tratados por via oral (v.0)
com EHEQGM nas doses de 25, 50, 100, 250, 500 e
1000 e por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 25,
50, 100, 250, 500 e 1000 mg/kg. Um animal controle
foi utilizado para cada dose recebendo Veiculo (agua
destilada mais DMSO, 10 ml/kg (v.0) ou salina mais
DMSO, 10 ml/kg (i.p). Ap6s a administracdo do
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EHEQGM ou Veiculo, todos os animais foram
observados individualmente em gaiolas apropriadas
(campo aberto) nos tempos zero, 15e 30 min; 1, 2,4 e
8 h e, uma vez, a cada dia, por 14 dias. Os resultados
das observacOes comportamentais gerais foram
anotadas em tabela adaptada dos trabalhos de
Malone®. O peso corporal (g) de cada animal foi
anotado no 1° dia e no 14° dia para determinacgédo do
ganho de peso (g). No final do periodo (15° dia) os
animais foram eutanasiados e os 6rgdos (coracdo,
pulmdo, figado, baco e rins) retirados, avaliados
macroscopicamente e fixados em formol 10%.
o PROCESSAMENTO DO ESPECIME

ANALISE ANATOMOPATOLOGICO

Os orgdos vitais (coragédo, pulméo, figado, baco
e rins) dos animais submetidos ao teste hipocratico
foram processados histologicamente para analise
microscopica e identificacdo das alteracbes teciduais
existentes. Este processamento foi iniciado apés
fixacdo do espécime em formol a 10% e clivagem.
Apbs clivagem, foram realizados os processamentos
histologicos de rotina, utilizando alcool e xilol em
escala crescente de concentragdes e posteriormente 0s
espécimes foram incluidos em parafina. Apds a
inclusdo os oOrgdos foram cortados e corados pela
técnica de coloragéo de rotina HE
(Hematoxilina/Eosina). A avaliacdo foi realizada
através de microscopia optica em diferentes aumentos
por dois observadores.

o ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média + erro
padrdio da media (E.P.M.). Aos dados obtidos
aplicaram-se o0s testes de analise de variancia
(ANOVA one-way) para comparacdes de médias
seguidas por Student-Newman-Keuls teste ou pos-
teste de Tukey. Para comparacdo das medianas, um
teste Kruskal-Wallis foi realizado, seguido pelo teste
de Dunn. Os valores foram considerados significativos
quando p<0.05.

PARA

RESULTADOS
o TESTE HIPOCRATICO

Durante a administracdo do (EHEQGM) nos
animais por meio das vias oral e intraperitoneal em
diferentes doses, observou-se que na administracédo via
oral nas doses de 25, 50, 100, 250 e 500 mg/kg, ndo
houve nenhuma alteracdo comportamental nos
animais, enquanto que na dose de 1000 mg/kg houve
alteracdo dermatoldgica representando clinicamente
area desnuda na regido dorsal. Na administracéo (i.p),
foram observadas alteracbes comportamentais nas
doses de 100, 250 e 500 mg/kg, inclusive com
registros de Obito, onde observou-se ulceracbes e
petéquias na dose de 100 mg/kg e reducdo na
quantidade de fezes, interpretado como constipacéo na
dose de 250 mg/Kg. (Tabela 1)
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Tabela 1. Efeitos da administracdo do extrato da Qualea grandiflora
Mart (EHEQGM) sobre as atividades comportamentais gerais em
camundongos

Via de Grupo n Dose (mg/kg) Efeitos comportamentais n
administracao
V.0 Veiculo 6 - Sem alteragbes
(EQG) 3 25 Sem alteragdes
3 50 Sem alteragdes
3 100 Sem alteracgdes
3 250 Sem alteragbes
3 500 Sem alteracdes -
3 1000 Perda de pelagem 2
6 @ - Sem alteragbes -
v.i.p Veiculo 3 25 Sem alteragdes -
(EQG) 3 50 Sem alteragdes -
3 100 Ulceracdes e petéquias (cauda) 2
3 250 Defecacéo reduzida (constipagdo) 3
3 500 Agressividade 1
3 500 Obito 1
3 1000 Obito 3

Nenhum animal apresentou cianose, piloerecao,
contorcdes, ptose palpebral, tremores, convulsdes,
urina vermelha ou diarreia em nenhumas das vias de
administracdo. Houve registro de morte em todos os
animais tratados com dose de 1000 mg/kg. Em relacéo
a0 peso, valores referentes a aquisicao e perda de peso
encontram-se expressos na tabela 2.

Tabela 2. Efeitos da administracdo do extrato da Qualea grandiflora
Mart (EHEQGM) no peso dos camundongos no periodo de 14 dias

Via de Grupo Dose Peso corporal (g) Ganho de
administracao mg/kg 1° dia 14° peso (9)
Controle 322,08 45,7+2,12 3,7
V.0 EHEQGM

25 44,3+1,78 48,0+2,08* 3,7
50 42,7+3,28 42+2,88 -0,7
100  357#1,76 37,7176 2.0
250  37,33+2,90 39,3+2,90 2,0
500 43,0£1,73  44,0£3,05 1,0
1000 42,3+1,85 48,0+1,73** 5,7
V.i.p. Controle  48,7+3,02 50,8+2,41 2,1
EHEQGM 25 453£1,85  47,0+2,64 17
50 46,3+1,20 49,0+1,73 2,7
100 44,0+4,58 43,3+1,33 -0,7
250 50,3+2,02 57,0+5,29** 6,7
500 52,7+0,66 51,0+£0,58 -1,7

1000 40,1+0,67 40,1+0,67 0

o AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

v' Pulmao: Na dose de 25, 50, 250 e 1000 mg/kg
(v.0), ndo foi identificada nenhuma alteracdo no 6rgéo
examinado, porém na dose de 100 mg/kg, foi
observado discreto infiltrado inflamatorio cronico
focal. Na dose de 500 mg/kg, somente o animal do
grupo controle, apresentou as mesmas alteragoes
descritas no grupo de 100 mg/kg, o que enfatiza a
hipotese levantada em relacdo a auséncia de efeito
desta magnitude pela planta. Em todos os grupos as
células mesangiais pavimentosas se apresentaram
integras e a pleura pariental e visceral se mostrou sem
nenhuma alteracdo. Houve alteracdo tecidual em
todas as doses (i.p), sendo que na dose de 25 mg/kg,
observou-se discreta hiperplasia focal e nas doses de
50 mg/kg, 100 mg/kg e 250 mg/kg observou-se
degeneracdo hialina na parede de artérias localizadas.

v' Figado: Nas doses de 25, 50, 100 e 250 mg/kg
(v.0) ndo houve alteracdo, porém na dose de
500mg/kg, foi observado discreto infiltrado
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inflamatdrio crénico ao redor da veia centro lobular
em apenas uma regido. Na dose de 1000 mg/kg na
extremidade do 0Orgdo observou-se hepatdcitos
hipercromaticos e hipertrofiados em pequena
guantidade, sendo que alguns apresentaram
hepatocariolise. Nas demais estruturas, como capilares
sinusdides e espaco porta, nenhuma alteracdo foi
identificada. N&o houve altera¢bes histopatoldgicas
nos animais tratados (i.p).

v' Rim: Nas doses 25, 100, 250 e 1000 mg/kg v.o,
nenhuma alteracdo foi observada, porém na dose de 50
mg/kg observou-se congestdo vascular na cortical
(alca de Henle) em pequena quantidade e na dose de
500 mg/kg notou-se discreta congestdo vascular e
discreto infiltrado inflamatorio crénico entre o0s
glomérulos. Quando o extrato foi aplicado i.p na dose
de 100 mg/kg nenhuma alteracdo tecidual foi
observada, porém nas doses de 25, 50 e 250 mg/kg
observou-se uma pequena area focal bem delimitada
de infiltrado inflamatdrio crénico do tipo linfocitario
proximo ao tabulo coletor. Por serem alterag6es focais
e discretas, ndo se observou no animal nenhuma
manifestagéo clinica, correspondente a este achado.

Nos orgdos coracdo e baco, ndo foi detectada
nenhuma alteracdo histopatoldgica de interesse para
este estudo, considerando tanto as vias de
administracdo, quanto a dose administrada.

Pelo fato dos animais ndo apresentarem
alteracGes clinicas compativeis com as poucas e
discretas alteracbes anatomopatoldgicas observadas
em alguns 6érgaos, aspectos microscopicos dos 0rgaos
examinados sdo apresentados na Figura 1.

Figur

exame anatomopatoldgico: a) Figado; b) Baco; c) Pulméo; d)
Coragdo; e) Rim. N&o se observou alteragdes histopatoldgicas
relevantes.

DISCUSSAO

O teste hipocratico € considerado um teste
preliminar de toxicidade e deve ser utilizada para
selecdo de doses e vias de administracdo®. Visando
possivel utilizagdo clinica devem ser utilizadas as
mesmas vias de administracdo que se utiliza em
humanos, em que uma das vias de escolha para este
estudo foi a via oral. Na literatura, € frequente a
utilizacdo de animais para este tipo de experimento,
principalmente como estudo prévio visando posterior
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utilizacdo em humanos***,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
toxicidade aguda através do teste hipocratico e das
analises  anatomopatologicas em  camundongos
submetidos ao tratamento do extrato hidroetanélico de
folnas Qualea grandiflora Mart em diferentes
concentracdes. Gaspi et al.” fez a analise toxicoldgica
da mesma espécies em concentraces de 300, 500,
1000 e 1500 mg/Kkg.

Neste estudo, os animais foram avaliados em
relacdo as alteracdes detectadas nas duas diferentes
vias de administracdo e nas diversas doses de
utilizacdo, sendo que a constipacao, perda de pelagem
dentre outras, também foram registradas em estudos
anteriores™*®®.  Quanto A alteracdo de maior
importancia caracterizada pelo dbito, houve
ocorréncia nos animais submetidos as maiores doses
do extrato, sendo mais significativa na dose mais
elevada (1000 mg/kg) e pela via intra peritoneal,
resultados também observados por Gaspi et al.” na
maior concentracdo de 1500mg/kg. Este autor
inclusive sugeriu que uma dose de 1321 mg/kg de
extrato poderia ser considerada a dose letal média.
Sendo assim, quanto mais elevada a dose, mais
distante deve ficar sua recomendacéo de uso.

Durante todo o experimento nenhum animal
apresentou cianose, piloerecdo, contorcdes, ptose
palpebral, tremores, convulsfes, urina vermelha ou
diarreia em nenhumas das vias de administracdo. Em
trabalho publicado, utilizando a mesma planta, pode
constatar acao depressora do sistema nervoso central,
na dose de 500mg/kg’.

Em relagdo ao peso dos animais durante o
experimento, observou-se que 0s animais que
receberam EHEQGM apresentaram alteracdo no peso
durante o periodo de experimento, sendo mais
significativo na dose mais elevada pela via oral e na
dose intermediaria via intraperitoneal.

Os orgéos submetidos ao exame histopatolégico
dos animais foram: pulméo, figado, rim, coracdo e
baco, baseado nos trabalhos publicados com a mesma
finalidade deste estudo™'®*®, Nos 6rgdos avaliados
ndo foram identificadas alteracbes relevantes em
relacdo a toxicicidade da planta, como nas
investigacOes publicadas, por exemplo: largamento
dos lébulos e erosdo de mucosa bronquiolar do
pulmdo e focos de hepatocitdlise no figado quando
submetidos ao tratamento de extrato de Jatropha
gossypiifolia, congestdo e infiltracdo leucocitaria no
figado, nos rins e nos pulmdes dos animais tratados
com latex de Synadenium umbellatum e hepatite
reacional com portite linfocitaria crénica e lobular
multifocal, hiperplasia kupferiana, colapsos focais da
trama reticular quando submetidos com extrato de
Cissus sicyoides relatada em estudos anteriores'®*®,
Dados semelhantes ao encontrado neste estudo foram
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relatados, mostrando a integridade dos &rgdos
examinados em relacdo ao uso da planta utilizada,
conforme demonstrado na Figura 1.

CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo de toxicidade
aguda mostraram que ndo houve alteracdo indicativa
de toxicidade nos animais submetidos a administracao
do extrato pela via oral, em todas as doses testadas, o
que assegura a utilizacdo da planta; porém pela via
intra peritoneal, o registro de débitos nas doses mais
elevadas (500 e 1000 mg/kg), torna-se inviavel a
utilizacdo do extrato hidroetandlico da Qualea
grandiflora Mart.
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