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RESUMO: [Efeito do extrato aquoso de Dioclea grandiflora Mart. ex Benth. nos rins de camundongos (Mus musculus Linnaeus,
1758)]. O proposito do trabalho foi avaliar e quantificar alteragdes morfologicas de corptisculos renais e tiibulos coletores de
camundongos tratados com extrato aquoso de Dioclea grandiflora Mart. ex Benth., planta medicinal distribuida nas regides da
Caatinga e do Serrado do Nordeste do Brasil, utilizada pela populagio de baixa renda na preparagao de infusdes para casos de
disttirbios renais e prostaticos. Dividiu-se 16 camundongos albinos suigos (Mus musculus Linnaeus), machos com idade entre 45
e 60 dias, e peso corporeo variando de 22 a 32 g, em dois grupos com oito animais cada. O grupo controle recebeu solugdo salina
a0,9% de NaCl e o grupo experimental recebeu extrato de Dioclea grandiflora dissolvido em soro fisiologico (NaCl 0,9%) por
sete dias via intraperitoneal. A dosagem do extrato para o tratamento foi de 62 mg/kg, conforme a DL50. Apds a eutanasia dos
animais, os rins foram seccionados postero-lateralmente e submetidos a rotina histologica. Para a analise estatistica utilizou-se o
teste Mann-Whitney e o nivel de significancia aceito foi p<0,05. No estudo histologico foram observadas diferengas estruturais
significativas entre os grupos estudados como: hiperemia glomerular; degeneragao tubular; desorganizacao do tufo glomerular
e proliferacdo celular na matriz mesangial. Na analise morfométrica observou-se reducéo das areas do diametro do corpusculo
renal, glomérulo e espago subcapsular. Os resultados permitem sugerir que as alteragoes histopatologicas e histomorfométricas
sdo decorrentes de alteragdes na magnitude da agdo toxica da planta sobre os componentes renais. Desta forma, a pesquisa
demonstra a importancia de estudos envolvendo plantas medicinais e seus possiveis efeitos toxicos.
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ABSTRACT: [Effect of aqueous extract of Dioclea grandiflora Mart. ex Benth on kidneys of mice (Mus musculus Linnaeus,
1758)]. The purpose of this study was evaluate and quantify morphologic alterations in mice kidneys treated with aqueous ex-
tract of Dioclea grandiflora Mart. ex Benth., 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 albino mice
(Mus musculus Linnaeus) have been divided at the age of about 45 and 60 days, and average weight of 22 to 32 g in two groups
of eight animals each. The group control was given a salt solution 0,9% of NaCl and the group experimental was given the
Dioclea grandiflora aqueous extract dissolved in physiological serum (NaCl 0.9%) during seven days via ntraperitoneal. The
extract of dosage for the treatment explained above has been 62 mg/kg according to the lethal dosage 50. After the euthanasia of
the animals, kidneys have been selected post-laterally and subjected to histological routine. Statistical analysis was conducted
using the Mann-Whitney test the accepted level of significance was p<0.05. In this histological study it was noticed significant
structural differences among groups analyzed as: glomerular hiperemy, tubular degeneration, glomerular tuft disorganization
and cell proliferation in the mesangial matrix. In the morphometrical analysis it was observed renal corpuscles area reductions
glomerule and subcapsular space. The results enable to suggest histopathologic 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.
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INTRODUCAO Segundo Chaves et al. (1948), Dioclea grandiflora

A Organizacio Mundial de Satide (OMS) estima que Mart. e)iBf:nth. ¢ conhecida no Brasil como “mucuni-de-

~ . . C -caro¢o”, “olho-de-boi” ou ainda por mucuna vermelha.
80% da populagdo mundial utiliza plantas medicinais . . . .
ncinal di basico de sand E usada, em especial, pelos sertanejos devido as suas
como principal recurso no atendimento basico de saude propriedades curativas, sendo utilizada pela populacao
(Elizabetsky 2002).

i ) de baixa renda na preparagao de infusdes para doencgas
O conhecimento inadequado da dosagem, da parte da

] _ renais e prostaticas (Batista 1993). Os primeiros estudos
planta empregada e das propriedades terapéuticas das

plantas medicinais podem acarretar sérios riscos e pro-
vocar danos irreversiveis a saude (Batista 1993, Matos
1989). Outro aspecto primordial esta relacionado com
acondicionamento inadequado dessas plantas (Santos
et al. 1995).

sobre D. grandiflora e sua acdo toxica datam do século
passado (Chaves et al. 1948). Apos essa época, poucos
estudos, em sua maioria envolvendo aspectos quimicos
e farmacoldgicos, foram relevantes para o seu conheci-
mento e sua aplicabilidade biologica (Bhattacharyya et
al. 1998, Lemos et al. 1999, Moreira et al. 1983).
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Dentre os trabalhos realizados com D. grandiflora,
destacam-se os resultados obtidos com a indug¢do de rea-
¢do inflamatoria cutdnea em camundongos, apos o uso de
lectina isoladas de sementes da planta (Lima e al. 1993).
Outro estudo faz referéncia ao perfil da D. grandiflora
como droga depressora do Sistema Nervoso Central
(SNC) e ao seu possivel efeito toxico, o que apresenta um
sinal de alerta quanto ao uso popular (Mattei et al. 1995).

O efeito vasorrelaxante e vasodilatador da diocleina,
flavondide presente em D. grandiflora, foi relatado em
ratos (Trigueiro et al. 2000), bem como sua indicagdo
para o tratamento de isquemia miocérdica e suas com-
plicacdes (Almeida et al. 2002). Além disso, Almeida et
al. (2003) verificaram, em ratos e camundongos, efeito
analgésico no movimento da cauda, indicando que o
extrato hidroalcodlico de sementes de D. grandiflora
tem uma agao analgésica central destituida de tolerancia,
efeito tipico de drogas opidides.

Embora as pesquisas envolvendo os aspectos quimicos
e farmacologicos de D. grandiflora tenham sido relevan-
tes, os aspectos histopatoldgicos causados por seus com-
ponentes quimicos, bem como a avaliacdo quantitativa
dos tecidos e 6rgdos acometidos por tais componentes
sdo ainda incipientes e escassos. Segundo Pesce (1998),
o conjunto de dados quantitativos em morfologia renal,
tais como diametro, niimero de glomérulos ¢ um bom
comeco para validar e reunir critérios objetivos para a
determinacdo de doengas. Além disso, informagdes im-
portantes com implicagdes diagnosticas e prognosticas
podem ser obtidas por meio da avaliagdo morfométrica
de células e componentes teciduais (Andrea et al. 2008).

O proposito deste trabalho foi avaliar e quantificar al-
teragdes morfologicas de corpusculos e tibulos coletores
renais de camundongos tratados com extrato da casca do
caule de D. grandiflora, bem como somar informacdes
importantes sobre sua atividade bioldgica, contribuindo
para a sua introducao terapéutica no futuro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 16 camundongos albinos sui¢os ma-
chos (Mus musculus Linnaeus, 1758), com idade entre 45
e 60 dias e peso variando de 22 a 32 gramas. Estes foram
mantidos em sala com temperatura média de 22 °C, em
ciclo claro e escuro de 12 horas cada. Todos os animais
foram submetidos a dieta padrdo do biotério (Purina) e
agua ad libitum durante o periodo do experimento.

Para extracdo aquosa da casca do caule de D. grandi-
flora, foram utilizados 100 g de casca, previamente seco e
pulverizado, individualizado, ao qual foi adicionado agua
destilada, submetido a agitagdo mecanica por 1 h e, em
seguida, deixado em repouso por 24 h. Apds o periodo da
extragdo, o extrato foi filtrado, submetido a liofilizacao
e acondicionado no freezer, até o seu uso.

Os grupos experimental (GEx) e controle (GC) foram
constituidos cada qual com oito camundongos. O extrato
da casca do caule, dissolvido em soro fisiologico (NaCl
0,9%), foi administrado uma vez ao dia por via intrape-

ritoneal, durante sete dias consecutivos. A dosagem do
extrato utilizada para o tratamento foi de 62 mg/kg, de
acordo com a DL50 (Silva 2003). Os animais do GC
receberam volumes equivalentes de solu¢ao salina, sendo
esses submetidos aos mesmos procedimentos do GEx.

Para a eutanasia dos animais, foi usada a técnica
do deslocamento cervical (Mezadri et al. 2004). Logo
depois, foi feita a tricotomia do ventre e laparotomia.
Os rins foram dissecados a olho desarmado, excisados,
seccionados medialmente e imersos, imediatamente,
em liquido de Bouin, durante 24 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, os fragmentos de tecido renal
foram lavados em dgua estilada e processados através de
técnica histologica de rotina (Tolosa et al. 2003).

Para o estudo morfométrico, foram separados aleato-
riamente, de cada lamina das 30 laminas por animal do
GEXx, bem como do GC, oito campos para analise, com
captura das imagens e morfometria através do software
ImageLab 2000. Os parametros aferidos foram a érea
do corptisculo renal, area do glomérulo e area do espaco
subcapsular.

As comparagdes estatisticas entre as médias das
areas dos parametros aferidos entre GEx ¢ GC foram
realizadas através do teste Mann-Whitney utilizando o
software estatistico ASSISTAT Versao 7.6 beta, 2012
(Silva 2012). O nivel de significancia foi estabelecido
para uma confianga de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura cientifica, estudos sobre a histologia
e morfometria renal sdo abundantes e significativos.
Porém, quase ndo existem estudos histopatoldgicos e
histomorfométricos de rins tratados com produtos extra-
idos de plantas medicinais, muito menos com extrados
de D. grandiflora.

Estudos referentes aos efeitos danosos de produtos
elaborados a partir de D. grandiflora sdo ainda muito
escassos, fato este que dificultou uma analise mais abran-
gente dos achados histopatologicos e histomorfométricos
do presente trabalho.

Algumas pesquisas contribuiram com os nossos resul-
tados, tais como os efeitos toxicos do extrato aquoso ¢
hidroalcodlico da casca do caule de D. grandiflora sobre
a histologia dos corptisculos renais. Estes demonstraram
reducdo do espago urinario, com pontos de adesdo das
células mesangiais, infiltracao linfocitaria no parénquima
renal, proliferacdo mesangial e reducdo do limen dos
capilares glomerulares (Silva 2003). Dessa forma, as
figuras 1A e 1C representam as principais caracteristicas
estruturais do corpusculo renal e dos tibulos contorcidos
proximal e distal do GC, respectivamente. Podemos
observar a integridade de suas estruturas, em especial,
do seu espago subcapsular, enquanto que no GEx, foi
reduzido drasticamente (Fig. 1B).

A hiperemia no glomérulo renal observada nos nossos
resultados (Fig. 1B) pode ter alguma relagao com o efeito
vasodilatador de um dos componentes quimicos de D.
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Figura 1. Secdes histologicas de rins de camundongos tratados com extratos de Dioclea grandiflora (GEx, grupo experimental) e ndo tratados

(GC, grupo controle). A e C. Grupo controle (GC). Em (A), podem ser observados o espaco subcapsular (estrela), glomérulo (seta), capilares

sanguineos (dupla seta), mesangio (ponta de seta). Em (C), a luz do tubulo (estrela) e o epitélio tubular (seta) com aspectos normais. B e D.

Grupo Experimental (GEx). Sao exibidos hiperemia glomerular (seta), espago subcapsular diminuido (estrela), desorganizagdo dos capilares

(dupla seta), proliferagdo do mesangio (ponta de seta), luz do tubulo parcialmente obstruida por fragmentos citoplasmaticos (estrela) e epitélio

tubular vacuolizado (seta). Coloragao: HE.

grandiflora, a diocleina (Almeida ef al. 2002, Lemos et
al. 1999, Trigueiro et al. 2000).

De acordo com Mitchell (2005), a hiperemia geral-
mente expressa um aumento do volume sanguineo num
determinado tecido particular. Dessa forma, observagdes
semelhantes foram apresentadas no estudo da histologia
de varios 6rgdos, além dos rins de bovinos, camundon-
gos, ratos e coelhos intoxicados experimentalmente por
Riedeliella graciliflora Harms, pertencente a mesma
familia de D. grandiflora (Fabaceae). Os resultados
histopatologicos dos rins revelaram nefrose tubular e
congestao renal (Riet-Correa et al. 2001).

Em relagdo aos tabulos contorcidos proximal e distal,
os resultados apresentaram degeneracdo e vacuolizagio
citoplasmatica no epitélio tubular (Fig. 1D). Resultados
similares foram observados em equideos através do es-
tudo do efeito toxico da Crotalaria retusa L. (Fabaceae).
Nesse estudo, foram observados congestio nos rins, com
hemorragias na regido medular, discreta vacuolizagao do
epitélio tubular, além de processos necroticos (Nobre et
al. 2004).

Os efeitos de trés lectinas extraidas de Dioclea
violacea Mart. ex Benth., Canavalia brasiliensis Mart.
ex Benth e D. grandiflora foram capazes de estimular,
in vivo, células de nodulos linfaticos em camundongos.
A ocorréncia de apoptose, inflamagdo e necrose dos
endotélios das vénulas caracterizaram esses estimulos
(Barbosa et al. 2001).

De acordo com Batista (1993), as sementes de D.
grandiflora tém sido usadas na medicina popular contra
calculos renais e problemas prostaticos. Estas sdo prepa-
radas de varias formas: cozidas a modo feijao mulatinho;
torradas e lavadas em nove aguas, segundo a tradi¢do
popular e, ainda, a farinha das sementes apresentavam
toxidez. Nas analises histopatologicas, foram identifica-
das hiperemia e degeneragdo dos rins e figado, e dege-
neracdo 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) (Chaves et al. 1948). Esses resultados também
contribuiram para o presente trabalho.

Para analise quantitativa, foi utilizado o Software
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Tabela 1. Medidas (média + DP) das areas do corpusculo renal, glomérulo e espago subcapsular, realizadas em sec¢des histologicas de rins de

camundongos tratados com extrato da casca caulinar de Dioclea grandiflora (GEx), comparados com as medidas obtidas no grupo controle (GC).

Areas (um?) GEx

Corpusculo renal
Glomérulo
Espago subcapsular

3046,1 + 426,8
2596,5 + 309,7
186,8 + 62,5

GC p
44513 £ 266,0 p<0,05
32991 +210,8 p<0,05

808,5 = 7,0 p<0,01

* Valor de probabilidade para o teste Mann-Whitney.

ImageLab. O mesmo proporcionou quantificar as areas
dos corpusculos renais, glomérulos e espago subcapsular
(Tab. 1). Os parametros aferidos apresentaram alteracdes
importantes para a determinagdo de patologias renais,
como a redugdo da area do espago subcapsular, bem como
insuficiéncia renal aguda (Silva 2003).

Corroborando com a andlise quantitativa, Pesce (1998)
assinala que o conjunto de dados quantitativos em mor-
fologia renal ¢ um bom comego para validar os achados
cientificos. Os métodos quantitativos constituem uma
importante ferramenta com a qual sdo extraidas muitas
informacdes possiveis de espécimes teciduais, além de
permitirem reunir critérios objetivos para a determinagdo
de doencas. Esses métodos podem complementar dados
moleculares com informagdes sobre quantidade e loca-
lizagdo que sao responsaveis pela avaliagdo estatistica.

Finalmente concluiu-se que o tratamento agudo com
extrato aquoso da casca do caule de D. grandiflora pro-
vocou alteragdes histologicas importantes nos principais
componentes renais (corpusculo renal, glomérulo, espaco
subcapsular, tiibulos contorcidos proximal e distal). A
analise quantitativa das estruturas renais (corpusculo
renal e glomérulo) demonstrou uma reducéo significativa
de suas dreas, principalmente, no espago subcapsular.
Verificamos, adicionalmente, que a utilizagao do extrato
aquoso da casca do caule de D. grandiflora provoca lesao
renal, expressa sob a forma de atrofia dos corpusculos
renais e, portanto, ndo deve ser utilizado como tratamento
de doengas renais.

Estudos referentes aos efeitos danosos de D. grandi-
flora sao ainda muito escassos e os achados histopatolo-
gicos e histomorfométricos deste trabalho fornecem uma
primeira idéia da dimensdo do problema.
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