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RESUMO

O uso de plantas medicinais pela populacao ¢ pratica comum desde €pocas remotas,
onde os males organicos eram tratados. Na literatura cientifica, estudos sobre histologia e
morfometria renal de animais tratados com plantas medicinais sdo ainda incipientes. O
proposito deste estudo foi avaliar e quantificar alteracdes morfoldgicas dos rins de
camundongos tratados com extrato da casca do caule de Dioclea grandiflora, planta medicinal
distribuida nas regides da caatinga e do serrado do Nordeste do Brasil, utilizada pela
populagdo de baixa renda na preparagdo de infusdes nas doengas renais e prostaticas. Dividiu-
se 16 camundongos albinos suigos (Mus musculus) machos com idade entre 45 ¢ 60 dias, com
peso variando entre 22 a 32g em dois grupos com oito animais cada. O grupo (C) recebeu
solugdo salina a 0,9% de NaCl e o grupo (EX) recebeu extrato da casca do caule de Dioclea
grandiflora dissolvido em soro fisiologico (NaCl 0,9%) por sete dias via intraperitoneal. A
dosagem do extrato para o tratamento supracitado foi de 62mg/kg, conforme o calculo da
DL50. Apos o sacrificio dos animais, os rins foram seccionados pdstero-lateralmente e
submetidos a rotina histologica. No estudo histologico, foram observadas diferencas
estruturais significativas entre os grupos estudados, como: hiperemia glomerular; degeneragao
tubular; desorganiza¢ao do tufo glomerular e proliferacdo celular na matriz mesangial. Na
analise morfométrica, observou-se reducao das areas do corpuisculo renal, glomérulo e espago
sub-capsular. Os resultados permitem sugerir que as alteragcdes histologicas e morfométricas
sdo decorrentes de alteragdes na magnitude da agdo toxica da planta sobre os componentes
renais. Desta forma, a pesquisa demonstra a importincia de estudos envolvendo plantas

medicinais e seus possiveis efeitos toxicos.



ABSTRACT

The utilization natural plants for medical treatment by population is a common practice since
ancient times, where organic diseases were treated. In scientific literature, researches about
histology and kidney morphometry of animals treated with medical plants are still few. The
purpose of this study was evaluate and quantify morphologic alterations in mice kidneys
treated with the pulp of the stem known as Dioclea grandiflora and its peel, a medicine plant
spread along semi wilderness and plateau regions in Northeastern Brazil, utilized by the low
income population for preparing infusions on prostatic and renal diseases. Sixteen swiss
albine mice have been divided (Mus musculus) at the age of 45 and 60 days, with an average
weight of about 22 to 32g in two groups of eight animals each> the group (C) was given a salt
solution 0,9% of NaCl and the group (EX) was given the Dioclea grandiflora stem peel pulp
dissolved in physiological serum during seven days via intraperitoneal. The peel pulp dosage
for the treatment explained above has been 62mg/kg according to the DL 50 reckoning. After
the sacrifice of the animals, kidneys have been selected post-laterally and subjected to
histological routine. In this histological study it was noticed significant structural differences
among groups analized as: glomerular hiperemy, tubular degeneration, glomerular tuft
disorganization and cell proliferation in the mesangial matrix. In the morphometrical analysis
it was observed renal corpuscules area reductions glomerule and capsular space. The results
enable to suggest histological and morphometrical alterations are due to the magnitude of
plant’s toxical action on renal components. Therefore the research shows the importance of

studies involving medicine plants and their possible toxical effects.

Key words: morphology; morphometry; kidneys; Dioclea grandiflora; mice
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais por homens e animais ¢ pratica comum desde épocas
remotas, onde os males organicos eram abreviados através da ingestdo de determinadas
plantas. Essa pratica conduzida pelo instinto de sobrevivéncia foi fortalecida entre os animais,
enquanto que, para o homem foi se restringindo ao longo do tempo. Mesmo assim, esse

conhecimento empirico foi transmitido para futuras geragdes objetivando sua continuidade.

Segundo Hoehne (1978), o acumulo de conhecimento acerca do uso das plantas
medicinais, pelo homem primitivo, propiciou o surgimento de um “saber” na arte de curar,
que se tornou a base para o nascimento da medicina.

O empirismo sobre plantas medicinais levou o homem a descobertas ao acaso de
numerosas drogas, muitas delas sendo utilizadas ainda hoje. Somente no século XIX, teve
inicio o estudo dessas plantas com uma orientagado cientifica conforme assinala Silva (1996).

Atualmente, varios medicamentos industrializados sdo desenvolvidos a partir de
plantas medicinais, baseados nas indica¢des populares. S6 neste século os avangos
biotecnoldgicos aplicados a producdo de compostos de ordem farmacologica tornaram
possivel o uso destes na pratica da medicina, tendo em vista, que aproximadamente 25% dos
produtos farmacéuticos modernos originam-se de plantas medicinais de acordo com Low et
al. (1999).

A flora brasileira constitui um rico potencial para a satde do homem. No entanto,
apenas 1% das espécies vegetais do nosso planeta foram estudadas. Varias espécies ja
desapareceram pela a¢do do homem. Desta forma, a biodiversidade continuard sendo
degradada causando prejuizos irreversiveis de ordem cientifica e econdmica, principalmente
nos paises subdesenvolvidos detentores da maior parte das reservas vegetais do mundo como

assinala Silva (2003).



E facil constatar que, ultimamente, a discussdo e o interesse sobre plantas que
poderiam ter efeitos terapéuticos ganharam novo impeto, adquirindo o Status de “moda”,
como explica Carlini (1983) em sua pesquisa sobre o uso de plantas na medicina popular.

No Brasil, o uso de plantas medicinais ¢ muito intenso e esta crescendo cada vez mais,
principalmente devido ao alto custo dos produtos farmacéuticos industrializados e a “moda
naturalista” que ganhou espago na sociedade moderna, como explica Batista (1993).

Em geral, as pessoas tém uma tendéncia a supervalorizar as plantas com base na
citagdo popular de que “tudo que € natural ndo faz mal”. No entanto, tal afirmacgao nao reflete
a verdade, pois o conhecimento inadequado da dosagem, da parte empregada e das
propriedades terapéuticas das plantas pode acarretar sérios problemas ao individuo. Além
disso, existem plantas que sdo altamente toxicas mesmo em pequenas dosagens, conforme
Batista (1993).

A posicao sistematica de Dioclea grandiflora, segundo Cronquist (1968), em parte
esta representada por: reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse
Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae, género Dioclea Kunth, espécie Dioclea
grandiflora.

A familia Fabaceae possui na forma de arbusto, ou de arvores, distribuidas em uma
extensa variedade de habitats, que compreendem desde regides temperadas até as tropicais e
subtropicais. Incluem-se também nesta familia as plantas aquaticas, xerdfitas e trepadeiras. A
ordem Fabales contém cerca de 700 gé€neros e mais de 17.000 espécies com distribui¢ao
cosmopolita, de acordo com Heywood (1996).

Segundo Silva (2003), o género Dioclea é composto por varias espécies de
importancia economica, destacando-se: D. lehmani, D.virgata, D. guianensis, D. lasiophilla,

D. glabra, D rostrata, D. violaceae, D. ensiformes e D. grandiflora.



A espécie Dioclea grandiflora tem sido identificada como uma planta que se adapta
muito bem a caatinga, com uma capacidade excelente de rebrota e ramos jovens relativamente
macios ¢ com poucos espinhos (BARACAT, 1995). Ocorre sob a forma de um “cipd”
vigoroso, trepador, que pode atingir a copa das arvores ou subir em conjunto com arbustos.
Com folhas alternas e espiculas delgadas, precocemente caducas, foliolo terminal
suborbicular e suborvado e com suas florescéncias angusto-paniculadas. Suas flores sao
vistosas, de calice arroxeado e com pétalas em estandarte amplo, de cor amarela; os frutos
(legumes) sdo de grande tamanho, sendo suas sementes duras e ricas em substancias
nutritivas, explica Silva (2003).

De acordo com Batista (1993), a Dioclea grandiflora ¢ conhecida popularmente como
“mucuna-de-carogo”, “olho-de-boi” ou ainda por mucund vermelha, segundo (CHAVES,
1948). Encontra-se distribuida nas regides da caatinga ¢ do serrado do Nordeste do Brasil,
sendo utilizada pela populagdo de baixa renda em preparacao de infusdes para doengas renais
e prostaticas.

Esses e outros aspectos motivaram a intensificagdo de pesquisas com plantas usadas na
medicina popular, principalmente no que diz respeito as alteragdes de ordem tecidual,
pesquisas estas que na literatura cientifica ainda sdo muito incipientes. Com base nesta

motivagao, o presente trabalho foi realizado com a planta medicinal Dioclea grandiflora.



2 OBJETIVOS

As plantas medicinais correspondem, incontestavelmente, as mais antigas armas
empregadas no tratamento de enfermidades humanas e de animais. Porém, o uso
indiscriminado dessas plantas pode trazer sérios riscos e provocar danos irreversiveis a satde.

A crendice popular e a falta de uma orientacdo educacional no que diz respeito a
utilizacdo de ervas ditas medicinais, principalmente pela populagdo de baixa renda,
fundamentam o que poderiamos chamar de panacéia da vida moderna.

A contribuicdo para estudo de possiveis alteracdes teciduais causadas pelo uso
indiscriminado desses “medicamentos”, além da incipiente divulgagdo cientifica sobre essa

tematica, fizeram com que fossemos levados ao desenvolvimento desse trabalho.

Diante do exposto, os objetivos norteados sao:

@ Avaliar a histopatologia das principais estruturas renais (corpusculo renal, espago

sub-capsular e tubulos contorcidos distal e proximal) tratados com extrato aquoso da casca do

caule de Dioclea grandiflora.

@ (Quantificar as alteracdes das estruturas renais (corpusculo renal e espago sub-

capsular).



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Atividade farmacoldgica de plantas da familia Fabaceae

A ac¢do antiinflamatéria do extrato aquoso das folhas da Baphia nitida , usada para
prevenir infeccdo do corddo umbilical, pratica muito comum adotada na medicina popular da
Nigéria, indica a possivel presenca de flavondides como principio ativo anti-séptico, explica
Onwukaeme (1995).

Plantas medicinais com atividade antioxidante na regido de Caatinga do Estado da
Bahia, em especial a Anadenanthera macrocarpa Brenan (Fabaceae), que apresenta efeito
antioxidante a partir do extrato da casca do caule. Esta ¢ usada também para inflamagdes na
pele, no tratamento da tosse e bronquite. Além disso, demonstrou atividade antiulcerogénica e
acdo sobre o sistema gastrointestinal, conforme estudo de Desmarchelier et al. (1998).

Nas frag¢des do extrato hidroalcoolico da porgdo area de Teramus labialis , detectou-se
atividade hipoglicemiante. Além disso, isolaram uma importante cumarina na fracao ativa,

identificada como fraxidin, de acordo com Fort et al. (2000).

3.2 Aspectos toxicoldgicos de plantas da familia Fabaceae

Segundo Prakash et al. (1995), os efeitos do extrato atandlico de Crotalaria juncea ,
verificados em alguns 6rgdos (figado, rins e glandulas supra-renais) , produziram danos
significativos, tais como: necrose hepatica, necrose dos tubulos renais e hipertrofia da zona

glomerular da glandula supra-renal.



Segundo Oliveira e Akisue (2000), denomina-se planta toxica todo vegetal que,
introduzido no organismo do homem ou de animais, seja capaz de ocasionar danos que se
refletem na saude e vitalidade desses seres.

A familia Fabaceae compreende trés subfamilias: Papilonaceae, Mimosaceae e
Caesalpinadaceae, segundo Schuartsman (1979).

Dentro da subfamilia Papilonaceae, destacam-se como plantas toxicas:

Abrus precatorius L. (jequitiri): suas sementes contém uma albumina toxica conhecida
como abrina, um 4cido aminado identificado como o N-metiltriptofano, acido abricd,
glicirrizina ¢ uma enzima lipolitica. As lesdes anatomopatologicas incluem gastrenterite
grave, com multiplas hemorragias serosas, edema ¢ aumento das placas de Payer e dos
linfonodos abdominais e retroperitoneais. Necroses focais de figado e rim sdo evidenciadas
também , explica Schuartsman (1979).

Duas espécies, Crotalaria paulina Schrank e Crotalaria spectabilis Roth, conhecidas
popularmente como xiquexique e crotalaria respectivamente, foram estudadas. Foram isolados
da primeira espécie varios alcaldides semelhantes aos do Senecio, tais como dicrotalina,
grantiamina e monocrotalina. Seus efeitos sdo considerados como os menos cancerigenos do
grupo. Ja a segunda espécie ¢ considerada uma das mais tdxicas, possui um dos alcaldides
mais concentrados nas sementes, a monocrotalina, de nucleo prolizidinico, com efeitos
vascolotoxicos e hepatotdxicos, bem evidentes nos animais , assinala Schuartsman (1979).

A ingestdo de Crotalaria sagittalis, Crotalaria sericea e numerosas outras espécies de
crotalaria pode causar intoxicacdo em animais. A doenga ¢ conhecida como crotalismo,
causada por alcaldides existentes nas folhas que danificam o figado dos animais. As espécies
Crotalaria spectabilis e Crotalaria juncea tém sido recomendadas para o tratamento de

diversas doencas de pele, tais como: sarna, impetigo, psoriase (NEVES, 1999).



Duas espécies de mucuna, a Mucuna pruriens D.C. (pd6-de-mico) ¢ Mucuna urens
D.C. (Coroa-de-frade), apresentam em seu fruto um efeito intensamente irritante devido aos
pélos ou tricomas que os recobrem. Esse efeito ¢ devido a penetrag¢do intra-epidérmica do
pélo, com liberagdo de um principio pruridogénico produzido por uma enzima proteolitica
chamada mucunaina. Acredita-se também que seja a serotonina ou entdo uma substancia
liberadora de histamina. A semente contém N-deitroxifenilalanina, que ingerida em grandes
quantidades pode ser perigosa. A raiz tem efeitos purgativos que, por si s6s, ndo explicam os
casos relatados de edema e até obito dos retirantes nordestinos que dela se serviram como
alimento, explica Schuartsman (1979).

Dentro da subfamilia Mimosaceae, destacam-se como plantas toxicas:

A Mimosa verrucosa Bertham (Jurema-branca). As juremas possuem alcaldides de
propriedades alucindgenas, ¢ por isso algumas espécies foram utilizadas pelos indios da
regido de Pernambuco para confeccdo de bebida inebriante chamada vinho de jurema. A
Phaseolus multiflorus Willd (feijdo-trepador) também se destaca devido a apresentar em todas
as partes da planta um precursor do acido cianidrico, um glicosidio chamado faseolunatina.
Outra planta, a Robinia pseudo-acacia L. , apresenta nas sementes, casca ¢ frutos uma
toxaalbumina, robina, principal responsavel por seus efeitos toxicos, aponta Schuartsman
(1979).

Dentro da subfamilia Caesalpinadaceae, destacam-se como plantas toxicas:

Do género Cassia, temos a Cassia occidentalis L., Cassia quinqueangulata Rich,
Cassia fistula L. e Cassia laevigata Willd. A toxicidade destas ¢ devida a presenca de
glicosidios antraquindnicos em concentracOes variadas nas suas varias partes, assinala
Schuartsman (1979).

De acordo com Brito et al. (2000), a administragdo por via oral das folhas dessecadas

de Piptadenia macrocarpa, Anadenanthera macrocarpa, Piptadenia viridiflora, Holocalyx



glaziovii, Holocalyx balansae, plantas cianogénicas, revelou a sensibilidade em coelhos a
elas, caracterizando-se a intoxicagdo por sintomatologia de natureza neuromuscular.

Carlini et al. (1973) estudaram as propriedades farmacologicas dos extratos aquosos
liofilizados e etanolicos da planta Enterolobium timbouva (orelha-de-negro). Dentre outras
que foram investigadas, essa foi capaz de produzir alteragdes hepaticas. O exame anatomo-
patologico do figado dos animais tratados com o extrato de Enterolobium timbouva

apresentou hepatite necrotica em focos.

3.3 Atividade Bioldgica de Dioclea grandiflora

A literatura cientifica sobre Dioclea grandiflora ¢ incipiente, principalmente quando
se refere a agdo toxica em tecidos e 6rgaos.

Os primeiros relatos cientificos sobre Dioclea grandiflora foram no campo da nutri¢ao
basica e experimental, abordando a questdo do seu uso na nutricdo humana, explica
Vasconcelos (2001).

Estudos sobre o uso de Dioclea grandiflora na nutri¢do e sua agdo toxica em animais
datam do século passado (CHAVES et al., 1948). Apds essa data, outros estudos, em sua
maioria envolvendo aspectos quimicos e farmacologicos, foram relevantes para o seu
conhecimento e aplicabilidade bioldgica (Moreira et al., 1983; Richardson et al., 1984;
Ainouz et al., 1987; Bhattacharyya et al., 1995, 1997, 1998; Lemos et al., 1999; Jenkins et al.,
1999).

Pesquisas voltadas aos aspectos quimicos e farmacologicos da casca da raiz, bem
como a atividade analgésica de produtos extraidos do extrato etanolico da Dioclea grandiflora

sdo apontados por Batista et al. (1995) e Batista (1993).



Mattei et al. (1995) investigaram a atividade farmacolédgica do extrato hidroalcodlico
de sementes da Dioclea grandiflora. Estes constataram uma agao ansiolitica das sementes.

A produgdo de o6xido nitrico, estimulada pela lectina de Dioclea grandiflora , foi
demonstrada in vivo e in vitro por Andrade et al. (1999). Os autores constataram também a
produgdo de 6xido nitrico pela via linfocitica através do mesmo estimulo.

Lima et al. (1993) estudaram a atividade biologica da lectina das sementes de Dioclea
grandiflora em camundongos. Quando injetada subcutanecamente, foi capaz de induzir uma
reacdo inflamatdéria cutanea. Andlises histologicas revelaram um quadro de ulceracdo
hemorragica com reacdo exudativa, acompanhada por um influxo de leucdcitos
polimorfonucleados e macrofagos gigantes. Isto demonstra que a lectina de Dioclea
grandiflora atua como um agente inflamatdrio, provavelmente promovendo exocitose e
liberagdo de mediadores quimicos.

Batista et al. (1993) relataram que as sementes de Dioclea grandiflora tem sido usadas
na medicina popular contra pedra nos rins ¢ problemas na glandula prostatica.

O efeito vasorelaxante de diocleina sobre aorta de rato foi estudado por Lemos et al.
(1999). Os mesmos observaram o relaxamento de veias pré-contraidas com fenilefrina. Apos
a retirada das células endoteliais, o efeito relaxante cessou, indicando a atuagdo da diocleina
sobre as células endoteliais, induzindo a produgdo de 6xido nitrico (NO).

Segundo Trigueiro et al. (2000), o efeito vasorelaxante independente de endotélio da
diocleina sobre aorta de rato pode ser explicado pela inibicdo das contracdes dependentes da
proteina kinase C, do influxo de ions, calcio, voltagem dependente e liberacao dos estoques
intracelulares de calcio sensivel a noradrenalina.

Almeida et al. (2002) estudaram o efeito da diocleina sobre a circulagdo coronariana

em ratos. Através do método de Langendorff, aplicado nos experimentos, os autores



demonstraram nos resultados que a deocleina induziu um efeito vasodilatador direto sobre as
artérias coronarianas, independente da participagdo do 6xido nitrico e ciclooxigenase.

Recentemente, Almeida et al. (2003) verificaram em ratos e camundongos, depois de
tratamento agudo com extrato hidroalcoolico de sementes de Dioclea grandiflora , um efeito
analgésico significativo no movimento da cauda e testes em chapa quente. Os resultados
sugerem que o extrato hidroalcodlico de sementes de Dioclea grandiflora tenha uma acgao
analgésica central destituida de tolerancia, efeito tipico de drogas opiodides.

No experimento de toxidez aguda, o extrato aquoso do caule apresentou uma DLs, de
615 mg/kg. As analises histologicas evidenciaram lesdes hepaticas e renais, apos tratamentos

com o extrato aquoso, segundo Silva (2003).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Planta Medicinal

O extrato aquoso da casca do caule da Dioclea grandiflora foi cedido pelo professor
Dr. Luiz Lucio Soares da Silva, do Departamento de Histologia e Embriologia - UFPE. Esta
planta encontra-se catalogada sob o cddigo 444-JPB, MO, no Herbario Lauro Pires Xavier

(PPB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 Animais experimentais

Para o estudo morfoquantitativo dos rins tratados com extrato aquoso da casca de
Dioclea grandiflora, foram utilizados 16 camundongos albinos suigos (Mus musculus)
machos com idade entre 45 e 60 dias, com pesos variando entre 22 a 32 gramas, provenientes
do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Os animais foram mantidos em sala com temperatura média de 23°C, em ciclo claro
das 6:00 as 18:00hs e escuro das 18:00 as 6:00hs. Todos os animais foram submetidos a dieta
padrao do biotério (LABINA — Purina do Brasil S/A) e agua ad libitum, durante o periodo do

experimento.

4.3 Formacao dos grupos experimentais



Os grupos tratado (GT) e controle (GC) foram constituidos cada qual com oito
camundongos albinos suigos (Mus musculus) machos com idade entre 45 ¢ 60 dias e peso

variando de 22 a 32 gramas.

4.4 Ensaios farmacologicos

O extrato da casca do caule de Dioclea grandiflora dissolvido em soro fisioldgico
(NaCl 0,9%) foi administrado uma vez ao dia, por via intraperitonial, durante sete dias
consecutivos. A dosagem do extrato utilizada para o tratamento supracitado foi de 62mg/kg,
de acordo com o célculo da DL50 Silva (2003).

Os animais do GC receberam volumes equivalentes de solucdo salina, sendo esses

submetidos aos mesmos procedimentos do GT.

4.5 Nefrectomia e Histotécnica

Para a eutanésia dos animais por asfixia, foi usado éter sulfurico. Em seguida, cada
animal foi colocado em decubito dorsal sobre uma mesa cirurgica e fixado. Logo depois, foi
feita a tricotomia do ventre e laparotomia abdominal. Os rins de oito animais por grupos
(controle e tratado) foram dissecados a olho desarmado, excisados e imediatamente imersos
em liquido de Bouin durante 24 horas a temperatura ambiente. Apos a fixagdo, as pecas foram
transferidas para alcool etilico a 70%. Em seguida, as pegas foram submetidas a uma
crescente desidratagdo em solugdes alcodlicas, e depois diafanizadas com xilol, impregnadas e
incluidas em parafina, conforme Maia (1979); Becak et al. (1976); Junqueira et al. (1980).

Apds montagem dos blocos, os mesmos foram submetidos a microtomia, onde cerca

de 50 cortes foram realizados, com Sum de espessura. Destes, retirou-se aleatoriamente 30



cortes, que foram colocados em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e
mantidas em estufa (FANEM) durante 30 minutos a 58°C, para retirada do excesso de
parafina e secagem da preparacao.

Os cortes, depois de desparafinados e hidratados, foram corados pela hematoxilina-
eosina. Em seguida, desidratados, clarificados em xilol ¢ montados em (Entellan®, Merk),

conforme Rodrigues (2003).

4.6 Analise e documentacao fotogréafica

As laminas foram analisadas e fotomicrogratadas (OLYMPUS mod. BX50).

4.7 Analise Morfometria

Para o estudo morfométrico, foram separados aleatoriamente de cada animal do (GT),
bem como do (GC), oito campos por lamina para analise.

Para o referido estudo, empregou-se um microscopio OLYMPUS BX-50, ao qual
estava acoplada uma microcamera SAMSUNG-COLOR DIGITAL (SHC-410 NAD-HL),
conectados a um computador (PC-PENTIUM I1-200 MHZ), tendo neste instalado uma placa
de captura de imagens e o software para morfometria IMAGE LAB, pertencente ao Mestrado
de Morfologia - UFPE.

Os parametros aferidos foram os seguintes: area corpusculo renal, area glomérulo e

espago subcapsular.



4.8 Anélise Estatistica

As comparagdes estatisticas das médias das areas foram analisadas através de teste-t
Student’s para valores pareados entre os grupos tratado e controle. Os resultados foram
expressos através da média aritmética + desvio padrdo, sendo as diferencas consideradas

significativas quando (p < 0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Analise histopatoldgica

Os rins dos animais estudados se apresentaram com aspecto morfoldgico
caracteristico: uma borda convexa e outra concava, na qual se situa o hilo, onde entram e
saem vasos sanguineos, entram nervos e saem os ureteres. Foram identificadas também uma
capsula de tecido conjuntivo denso, uma zona medular e uma zona cortical aparentemente
integra.

As fotomicrografias (figs. 1 e 3) representam as principais caracteristicas estruturais
do corpusculo renal e dos tubulos contorcidos proximal e distal do grupo controle. Nestas,
podemos observar a integridade de suas estruturas, bem como de seu espaco capsular, que no
grupo tratado foi reduzido drasticamente (fig. 2).

O glomérulo identificado na (fig. 1) foi seccionado pelo polo vascular e fica, portanto,
suspenso dentro do espago subcapsular pelo mesmo polo. J& o mesangio, que contém células
mesangiais, fica no espago entre as algas de capilares.

Os capilares glomerulares se apresentam em cortes transversais, longitudinais e
obliquos. Os nucleos no glomérulo sdo os das células endoteliais dos capilares, das células
mesangiais ¢ dos pododcitos. Observam-se também os nucleos achatados das células
pavimentosas que revestem o espaco subcapsular (fig. 1). O mesmo nao ¢ identificado no
grupo tratado (fig. 2).

Na (fig. 3), inimeros tubulos contorcidos podem ser vistos seccionados em varios
planos, incluidos no intersticio renal.

Em relagdo ao tubulo urinifero, foram observadas alteragdes significativas nos tibulos

contorcidos proximal e distal (fig. 4). Estes sofreram um processo degenerativo que culminou



com uma obstru¢do parcial da luz dos respectivos tubulos, vacuolizagao citoplasmatica do
epitélio cubico simples, bem como uma acentuada diminui¢do da afinidade tintorial e
indefini¢des dos contornos celulares (fig. 4).

No corpusculo renal do grupo tratado (fig. 2), identificou-se hiperemia glomerular,
espaco capsular diminuido, desorganizagcdo dos capilares do glomérulo e proliferacdo do
mesangio. As camadas parietal e visceral apresentam-se colabadas devido a diminui¢do do

espago capsular.



5.1.1 Corpusculo renal e Espaco capsular

A analise histopatoldgica do corpusculo renal do grupo tratado revelou alteragdes do tipo: hiperemia glomerular; diminui¢ao do espago
capsular. Ao nivel do tufo glomerular, houve uma desorganizacdo dos capilares e da matriz mesangial. Além disso, observa-se uma

proliferacdo dessas células na matriz extracelular (FIG. 2). As camadas parietal e visceral que revestem o espago capsular apresentam-se
colabadas devido a diminui¢do do espago capsular (FIG. 2).

FIGURA 2 — Fotomicrografia mostrando corpusculo renal do grupo tratado.

Notar espago sub-capsular (estrela); glomérulo (seta), capilares sanguineos Notar hiperemia glomerular (seta); espaco sub-capsular diminuido (estrela);
(dupla seta); mesangio (ponta de seta) HE, X400. desorganizagdo dos capilares (dupla seta) e proliferacdo do mesangio (ponta de
seta) HE, X400.



5.1.2 Tubulos contorcidos

Nos tubulos contorcidos foram identificados: degeneragdo tubular com obstrugao parcial da luz do tabulo por fragmentos citoplasmaticos,

vacuolizagdo citoplasmatica do epitélio cubico simples, bem como, uma acentuada diminui¢do da afinidade tintorial e indefini¢des dos

contornos celulares (FIG. 4).

- 4 -
FIGURA 4 — Fotomicrografia mostrando tubulos renais do grupo tratado. Notar luz
do tubulo parcialmente obstruida por fragmentos citoplasmaticos (estrela); epitélio
tubular vacuolizado (seta) HE, X400.

FIGURA 3 — Fotomicrografia mostrando tiibulos renais do grupo controle. Notar luz
do tibulo (estrela); epitélio tubular (seta) HE, X400.



5.2 Analise histomorfometria

No tubulo urinifero, foram observadas alteracdes significativas em um dos seus
componentes o néfron. Dentre os componentes aferidos, o corpusculo renal, glomérulo e
espaco subcapsular (figs. 1 e 3) apresentaram alteragdes significativas. A morfometria dos

componentes esta apresentada na Tabela 1 e nos Graficos 1, 2 e 3.
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As variaveis estudadas foram: a area do corpusculo renal (um®), a area do glomérulo

(um?) e a 4rea do espago subcapsular (um?). Os tibulos contorcido proximal e distal também

foram analisados histologicamente, apresentando alteracdes significativas pagina anterior.

Tabela 1: Médias dos valores da drea do corpusculo renal; do glomérulo e do espago subcapsular de camundongos com
idade entre 45 ¢ 60 dias dos grupos controle e experimental; valor maximo e minimo; desvio padrao.

Area ( umz)

Valor Min. (um?)
Valor Max. (um2)
Desvio padréo (um?)

Corpusculo renal* Glomérulo* Espaco subcapsular*
Controle Experimental | Controle Experimental | Controle Experimental
4451,3074 3046,9644 | 3299,1433  2596,5235 808,5436 186,7612
4127765 2104,198 3108,750 1871,778 794,509 79,516
4889,909 3421,650 3668,354 2815,297 815,572 302,139
*266,0055 *426,8326 | *210,8230  *309,7071 *6,9502 *62,4705

*p<0,05



6 DISCUSSAO

Neste trabalho, verificou-se, através do estudo histopatoldgico e histomorfométrico,
que animais (camundongos - Mus musculus) tratados com extrato aquoso da casca do caule de
Dioclea grandiflora, durante sete dias (tratamento agudo), apresentaram alteragdes
significativas nas estruturas renais (corpusculo renal, glomérulo e espago capsular).

Os resultados histopatoldgicos e histomorfométricos demonstraram que a principal
alteragdo observada foi a diminuicdo da area das estruturas renais (corpusculo renal,
glomérulo e espaco capsular). Além disso, foram identificados hiperemia glomerular,
desorganizagdo dos capilares do glomérulo, proliferagdo do mesangio. E por conta da
diminui¢do do espago capsular, as camadas parietal e visceral apresentaram-se colabadas.

Nos tubulos contorcidos proximal e distal, também foram identificadas alteracdes
relevantes, tais como: processo degenerativo dos tibulos, com obstrucdo parcial da luz,
vacuolizacao citoplasmatica do epitélio cubico simples, bem como uma acentuada diminui¢ao
da afinidade tintorial e indefinigdes dos contornos celulares.

Resultados similares foram observados por Nobre et al. (2004) em estudos sobre o
efeito toxico da Crotalaria retusa, da mesma familia (Fabaceae) em eqiiideos. Nos achados
histologicos, foram identificadas alteragdes hepaticas com variaveis graus de fibrose,
infiltrado inflamatério mononuclear, hepatomegalocitose, necrose e vacuolizacdo de
hepatocitos; edema e infiltrado inflamatério mononuclear nos pulmdes. Nos rins, foram
observadas marcada congestdo, com hemorragias preferencialmente na medular, discreta
vacuolizacao do epitélio tubular, além de processos necroticos.

Tokarnia et al. (2004) estudaram os aspectos epidemioldgicos e clinico-patologicos
comparados da intoxicagdo por Arrabidaea bilabiata (Bignoniaceae) em bufalos e bovinos.

Os exames histopatologicos revelaram areas de enfisema pulmonar alveolar, areas de



congestao e, em alguns alvéolos, edema. Nos rins, necrose incipiente das células epiteliais
(nicleo com cromatina condensada e citoplasma mais eosinéfilo) de alguns tiibulos uriniferos
do cortex. Nos bovinos, uma acentuada degeneracao hidropico-vascular das células epiteliais
dos tubulos contorcidos distais; no bago, congestdo moderada; no figado, moderada
vacuolizacdo dos hepatdcitos na zona intermedidria e, no pulmao, congestdo moderada.

Tokarnia et al. (1998) verificaram em coelhos sensibilidade a intoxicacdo por
Mascagnia sp (Malpighiaceae). Na necropsia do figado, observaram congestdo e lobulagéo
nitida ao corte, as vezes com o centro dos 16bulos mais claro, e esplenomegalia. Nos exames
histopatologicos, os 6rgaos principalmente afetados foram figado, rim e baco, sob forma de
alteracdes regressivas e circulatorias. Nos rins, degeneracdo hidropica-vascular das células
epiteliais dos tubulos contornados distais (degeneragdo grave com picnose nuclear e
desaparecimento do citoplasma).

Silva (2003) observou os efeitos toxicos do extrato aquoso e alcodlico da casca do
caule de Dioclea grandiflora sobre a histologia e a morfometria dos corptsculos renais, o que

reforca os resultados obtidos no presente trabalho.

A hiperemia no glomérulo renal (congestdo glomerular), observada nos animais do
grupo tratado, pode estar relacionada com o efeito vasodilatador de um dos componentes
quimicos da Dioclea grandiflora a (diocleina), estudado por Lemos et al. (1999), Trigueiro et
al. (2000), Almeida et al. (2002).

Segundo Becker (1997), hiperemia expressa um aumento do volume sanguineo numa
determinada regido organica. Observacdes semelhantes foram apresentadas por Riet-Correa et
al. (2001), que estudaram a histologia de bovinos, camundongos, ratos e coelhos intoxicados
experimentalmente por Riedeliella graciliflora (Fabaceae). Os resultados apresentaram
necrose do tecido linfatico, afetando principalmente os centros germinativos dos foliculos

(bovinos). Nos animais de laboratorio, esta lesdo foi menos severa. Em todas as espécies,



havia severa enterite e infiltragdo da lamina propria do intestino por células mononucleares.
No figado, havia desorganizacdo da estrutura trabecular, degeneracdo e necrose de alguns
hepatocitos. Os rins apresentaram nefrose e congestio renal. Estes ultimos achados reforcam
o presente estudo.

Outros trabalhos corroboraram com os achados sobre hiperemia. O trabalho realizado
por Mcgrath, et al. (1975) avaliou a toxicidade das sementes da Crotalaria spectabilis
(Fabaceae) em suinos. A analise histologica revelou redugdo da celularidade e hemorragia no
tufo glomerular. Além disso, oclusdo dos capilares glomerulares, separagdo de células
endoteliais caracterizaram as lesdoes moderadas. As consideradas graves foram a auséncia de
endotélio e células mesangiais, além da atenuagdo e diminui¢ao da lamina basal.

Os efeitos de trés lectinas extraidas de Dioclea violacea, Canavalia brasilienses e
Dioclea grandiflora foram capazes de estimular in vivo células de nodulos linfaticos em
camundongos. A ocorréncia de apoptose, inflamag¢ao e necrose dos endotélios das vénulas
caracterizaram os estimulos observados por Barbosa et al. (2001).

Souza et al. (1997) estudaram os aspectos patologicos da intoxica¢do de suinos por
sementes da espécie Crotalaria Spectabilis (Fabaceae). Durante as necropsias, foram colhidos
fragmentos do figado, rim, pulmao e estomago. Na histopatologia, as principais lesdes
microscopicas foram fibrose, proliferacdo de ductos biliares e megalocitose no figado,
broncopneumonia e bronquite cronicas, megalocitose de células epiteliais tubulares renais,
nefrose e nefrite cronica, bem como gastrite e ulceracao gastrica.

Brito et al. (2000) observaram leve congestao dos rins de coelhos alimentados com
folhas de plantas cianogénicas da familia Leguminosae Mimosoideae.

Chaves et al. (1948) foram os pioneiros no estudo de Dioclea grandiflora, em especial
dos seus efeitos histopatoldgicos. Nos experimentos, usaram sementes preparadas de varias

formas: sementes cruas; cozidas a modo feijao mulatinho; torradas e lavadas em nove aguas,



segundo a tradicao popular, e finalmente a farinha das sementes. Nas analises histologicas,
foram identificadas hiperemia e degeneragao dos rins e figado, degeneragdao albuminoide dos
tubulos contorcidos em ambos os grupos (camundongos e pombos) e diarréia, vomito, perda
de peso e morte para o segundo grupo experimental (pombos). Das experiéncias realizadas em
camundongos ¢ pombos, verificou-se que as sementes de Dioclea grandiflora, mesmo
preparadas de forma diferente, ainda apresentaram toxicidade. Estes achados histologicos
estdo de acordo com os nossos resultados.

Silva (2003) identificou uma proliferacdo das células mesangiais nos corpusculos
renais, com reducdo do espago urinario ¢ com pontos de adesdo das células mesangiais a
capsula de Bowman. A existéncia de infiltracdo linfocitdria no parénquima renal sugere um
quadro de inflamagao aguda.

Cunha e Silva et al. (2003) verificaram acdo nefrotdxica (inflamagdo dos rins) em
camundongos apods tratamento com extrato da raiz de Andira araroba (Leguminosae). Além
dos efeitos toxicos sobre os rins, foram observadas irritacdo da pele e da mucosa, vomito e
diarréia.

De acordo com os relatos sobre as alteragdes do tufo capilar do glomérulo, os
componentes quimicos identificados poderiam explicar os efeitos deletérios observados no
presente trabalho, podendo levar a conseqiiéncias mais graves, como um quadro de
insuficiéncia renal.

Na andlise morfométrica da area do corpusculo renal, glomérulo e espago sub-
capsular, houve diferenga significativa entre os grupos controle e experimental. Segundo
Pesce (1998), do ponto de vista pratico, o conjunto de dados quantitativos em morfologia
renal ¢ um bom comeco para validar a base cientifica. H& rigorosos obstaculos para vencer
antes de aplicar sistematicamente métodos quantitativos para o diagnostico de rotina. Um

desses obstaculos estd estabelecido nos critérios gerais. A enorme variagdo em medidas e



valores numéricos que tem aparecido na literatura depende de varios fatores, tais como a
fixagdo de tecidos, processamento histologico e o emprego de métodos para o célculo de
medidas. Apesar de todos esses obstaculos, dados disponiveis indicam que os métodos
quantitativos constituem uma importante ferramenta com a qual sdo extraidas muitas
informagdes de espécimes teciduais, como também permitem reunir critérios objetivos para a
determinagdo de doengas. Do ponto de vista teorico, esses métodos podem complementar
dados moleculares com informagdes sobre quantidade e localizacdo que sdo responsaveis pela
avaliagdo estatistica.

Lacerda (2000) aponta a existéncia de inimeros programas e sistemas que fazem
analise de imagens em microcomputadores. Em geral, esses programas foram desenvolvidos,
inicialmente, para atender a uma determinada pesquisa, e depois foram melhorados e
comercializados. S3o bons quando se destinam apenas ao estudo morfométrico, isto &,
calculam comprimentos, areas, angulos etc.

Danilewicz et al. (2003) investigaram a morfometria renal de pacientes que tiveram
rejeicdo aguda de transplante renal (ARTR). Através de um sistema de andlise
computadorizado, avaliaram a area glomerular, tendo como limite o epitélio visceral da
capsula de Bowman e alteragdes intersticiais em (ARTR). O estudo sugere que uma
hipercelularidade glomerular e alteragdes mesangiais sdo comuns no processo de rejeicao.

Biondo et al. (1995) avaliaram quantitativamente alteracdes da matriz mesangial,
celularidade e o espago sub-capsular em glomerulonefrite IgA (IgA-GN) através de analise
por imagem. Os resultados comparados com os valores observados em glomérulos normais
indicaram uma diminuicao significativa do espaco capsular, devido a altera¢des ocorridas no
glomérulo. O mesmo explica que a determinacdo morfométrica de anormalidades
morfoldgicas nos glomérulos renais com glomerulonefrite IgA (GN) ¢ um método muito util

para descrigdo rapida e menos laboriosa das caracteristicas patoldgicas.



Riestra e Danguillecourt (2001) estudaram a morfometria do cortex da adrenal tratada
com preparado de Petiveria alliciacea (Fitalacaceae). Observaram uma diminui¢do
significativa no tamanho da zona glomerulosa nos animais tratados, o que conseqiientemente
provocou uma queda nos niveis de aldosterona no sangue. Resultados reforcam a importancia
da morfometria de 6rgdos, que de forma direta ou indireta sofrem a¢ao de principios ativos de
plantas medicinais.

De acordo com Maciel (2000), a morfometria renal em ratos adultos submetidos a
desnutricdo durante a vida pré-natal avaliou a hipdtese de comprometimento adicional da
nefrogénese. Lembrando que, nos achados histopatologicos de Chaves et al. (1948), embora a
Dioclea grandiflora tivesse um elevado valor nutricional, suas proteinas ndo foram capazes de
promover crescimento e aumento de peso proporcionais a idade. Analisando a relagdo entre
nefrogénese, desnutricdo e a agdo dos produtos (cha, farinha, etc.) preparados a partir das
partes da planta Dioclea grandiflora, podemos deduzir que as alteragdes encontradas no
presente estudo possam estar relacionadas.

Maciel (2000) explica que os mesmos parametros foram avaliados em um grupo
adicional de animais, que foi submetido a desnutri¢do desde a vida pré-natal até o desmame.
No primeiro grupo experimental, o numero de néfrons apresentou-se reduzido em 30%. Além
disso, foi observada hipertrofia glomerular compensatéria e hipercelularidade no tufo
glomerular. No segundo grupo experimental, o peso renal e corporal foi reduzido, o nimero
de néfrons apresentou-se reduzido em 33%, ndo apresentaram hipertrofia glomerular, porém
observou-se hipercelularidade no tufo. Portanto, a manuten¢do da ma nutricdo durante o
aleitamento compromete o desenvolvimento renal e corporal.

Lucas et al. (1991) avaliaram a funcdo e morfometria dos rins submetidos a
desnutricdo intra-uterina. Os resultados confirmaram que a desnutrigdo intra-uterina

geralmente causa efeitos danosos sobre a funcionalidade dos néfrons.



Maialich et al. (2000) estudaram a relagdo entre o peso, o nimero e tamanho de
glomérulos renais de neonatos humanos. Observaram forte correlacdo entre o nimero e o
tamanho dos glomérulos de neonatos com baixo peso.

Na literatura cientifica, estudos sobre a histologia e morfometria renal sdo abundantes
e significativos. Porém, quase ndo existem estudos histoldgicos e morfométricos de rins
tratados com produtos extraidos de plantas medicinais. Muito menos com a planta medicinal
Dioclea grandiflora.

Matos (1989) ressalta os riscos da utilizagdo indiscriminada de plantas medicinais,
pois a maioria das plantas utilizadas ndo esta sujeita a uma legislagdo farmacéutica que
garanta a qualidade do material. Este destaca em seus trabalhos os principais riscos no uso de
plantas medicinais como sendo: o uso descuidado de plantas toxicas de acdo rapida ou
retardada, o uso de plantas mofadas por terem sido mal preparadas e mantidas em recipientes
e locais improprios e o uso de plantas indicadas ou adquiridas erradamente. Nestes casos,
tanto a conservag¢dao e preparo do material quanto a certeza de que realmente ¢ a espécie
correta s6 podem ser garantidas com base no conhecimento do raizeiro, que pode ser um
simples vendedor ou um especialista no assunto, e cuja formagdo representa a cultura
tradicional, passada de geragdo a geragao.

Os resultados deste trabalho demonstraram a relevancia do tema, ndo sé do ponto de
vida bioldgico mas social, e a importancia da morfometria como ferramenta auxiliar para
quantificagdo das alteragdes teciduais provocadas por substancia de natureza vegetal.

Desta forma, o conjunto de achados durante o periodo de tratamento com extrato
aquoso da casca do caule de Dioclea grandiflora demonstra a importancia de estudos
envolvendo plantas medicinais e seus possiveis efeitos toxicos. Pesquisas referentes aos

efeitos danosos de Dioclea grandiflora sdo ainda muito escassas.



Pergunta-se: Quais seriam esses danos ao nivel sub-celular? Quais substancias ativas
proporcionam essas alteracdes?
Os achados histopatoldgicos e histomorfométricos deste trabalho fornecem uma

primeira idéia da dimensao do problema.



7 CONCLUSOES

De acordo com 0s nossos resultados, podemos concluir que:

<@ O tratamento agudo com extrato aquoso da casca do caule de Dioclea grandiflora
provocou alteragdes histoldgicas significativas nos principais componentes renais (corpusculo
renal, glomérulo, espago capsular, tibulos contorcidos proximal e distal)

@ A analise quantitativa das estruturas renais (corpusculo renal e glomérulo)
demonstrou uma reducao significativa de suas areas.

@ A andlise quantitativa do espago capsular revelou uma redugdo severa de sua area.

@ A utilizagdo do extrato aquoso da casca do caule de Dioclea grandiflora provoca
lesdo renal, expressa sob a forma de atrofia dos corpusculos renais.

@ O extrato aquoso da casca do caule de Dioclea grandiflora ndo deve ser utilizado

como tratamento de doencas renais.
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