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EFEITOS DOS EXTRATOS ALCOOLICOS DE
PFAFFIA GLOMERATA (SPRENG) PEDERSEN
E ANEMOPAEGMA GLAUGUM (MART) DC
SOBRE RINS DE CAMUNDONGOS ADULTOS

Ana Paula de Lima Florentino Matta', Gilcilene Enedina Nascimento?, Sérgio Luis Pin-
to da Matta3, Jodo Paulo Viana Leite*

Resumo: Pfaffia glomerata e Anemopaegma glaucum sao espécies largamente
utilizadas na medicina popular como plantas afrodisiacas. Estudos anteriores realizados
ja demonstraram efeitos téxicos dos extratos de ambas as espécies, sobre o figado e
testiculos de camundongos, fato que levou a se investigar seus possiveis efeitos sobre
o rim. Nesse sentido, buscou-se avaliar os efeitos dos extratos de P. glomerata e A.
glaucum sobre a morfologia e morfometria renal de camundongos. Foram utilizados
36 animais, sendo que o grupo 1 (G1) recebeu agua e o grupo 2 (G2) dimetilsulféxido
(DMSO). Os grupos 3 (G3) e 4 (G4) receberam 300 e 400mg/Kg de peso corporal
do extrato de A. glaucum, respectivamente; e os grupos 5 (G5) e 6 (G6) receberam
300 e 400mg/Kg de peso corporal do extrato de P. glomerata, respectivamente. Os
extratos foram diluidos em 0,2 ml de DMSO. O tratamento teve duracao de 42 dias
consecutivos. Foram confeccionadas laminas em resina e coradas com azul de toluidina
na UFV, e laminas em parafina coradas com Hematoxilina e eosina no IF Sudeste. O
tratamento com ambos os extratos nas concentracdes de 300 e 400mg/Kg de peso
corporal nao interferiu de maneira negativa na morfologia e morfometria dos rins de
camundongos adultos.

Palavras-chave: Plantas afrodisiacas; Toxidade; Morfologia; Morfometria.

INTRODUCAO

O presente estudo aborda aspectos Estudos anteriores realizados na

da morfometria renal, sob influéncia dos
extratos vegetais obtidos de Pffafia glo-
merata (P. glomerata) e Anemopaegma
glaucum (A. glaucum). Ambas as espécies
apresentam larga utilizacdo na medicina
popular, dentre elas, destaca-se seu uso
como afrodisiaco, tendo sido administra-
das a camundongos machos mantidos em
laboratério, sob condicdes controladas.

UFV, ja demonstraram efeitos téxicos dos
extratos de ambas as espécies, sobre o
figado, testiculos e producao esperma-
tica de camundongos adultos (MATTA et
al., 2010; 2012; 2014), o que reforca a
importancia de investigar seus possiveis
efeitos sobre a morfologia e morfometria
renal. Além disso, o rim & um 06rgao par-
ticularmente vulneravel a insultos toéxi-
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cos devido a diversos fatores, incluindo a
sua alta taxa de fluxo sanguineo, grande
area endotelial, alta atividade metabdlica
e a captacao ativa de toxinas pelas células
tubulares e medulares intersticiais (GRE-
AVES, 2007). Diversos estudos envolven-
do plantas medicinais, por meio de anali-
ses histopatolégicas e morfométricas dos
rins, avaliaram sua toxicidade (ALMEIDA
et al.,, 2013; NAMIJOO et al., 2013; MAR-
DANI, 2014.; MASSANYI, 2006). Segun-
do VEIGA-JUNIOR (2005), a agao toxica
renal pode ser causada por espécies ve-
getais que contenham terpenos e sapo-
ninas, constituintes quimicos presentes
nos extratos P. glomerata e A. Glaucum
(BAETA et al., 2010; LIMA et al., 2010).
A partir das argumentacdes ja expostas,
associado ao fato de nao haver registros
de experimentagdo cientifica avaliando a
acao in vivo dos extratos de P. glomerata e
Anemopaegma glaucum sobre parametros
morfométricos renais, o presente trabalho
constitui um importante veiculo de inves-
tigacao sobre duas espécies vegetais com
larga utilizacdo popular, sobre um o6rgao
particularmente vulneravel a efeitos toxi-
COS.

Material e métodos
- Preparacao dos extratos

A matriz de Pfaffia glomerata foi ob-
tida da colecao de Germoplasma de Plan-
tas Medicinais da Embrapa / Cenargen
(Centro Nacional de Pesquisa de Recur-
sos Genéticos e Biotecnologia), Brasilia,
Distrito Federal e cultivada em estufas na
Universidade Federal de Vigosa, Minas Ge-
rais. Anemopaegma glaucum foi coletada
no més de fevereiro do ano de 2009, na
regiao de cerrado, no municipio brasileiro
de Alto Araguaia, estado de Mato Grosso.
A preparacao dos extratos de ambas as
espécies foram realizadas no Laboratério
de Biodiversidade do Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular da Univer-
sidade Federal de Vigosa. Os extratos fo-
ram obtidos a partir de 1,2 Kg da raiz e da
casca moidas, deixado em maceragao por

24h com de alcool etilico 95% (solvente) e
em seguida submetida a percolagao com o
mesmo solvente. Apds extragao exaustiva,
o extrato foi levado

- Tratamento

Os procedimentos experimentais
seguiram as determinagbes da Comissao
de Etica do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de
Vigosa, sendo aprovado sob o protocolo N©
67/2010. Foram utilizados 36 camundongos
machos BALB/c em idade reprodutiva (50
dias), provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
da Universidade Federal de Vigosa. Os
animais foram pesados, divididos em 6
grupos de 6 individuos cada e colocados
em gaiolas coletivas. O tratamento foi feito
por gavagem e 0s animais foram mantidos
em ambiente com temperatura de 24°C
e luminosidade de 12 horas. Animais do
grupo 1 (G1) receberam apenas agua
e os do grupo 2 (G2) receberam DMSO
(Dimetilsulféxido). Os grupos 3 (G3) e
4 (G4) receberam 300 e 400mg/kg de
peso corporal do extrato de A. glaucum,
respectivamente, enquanto que os grupos
5 (G5) e 6 (G6) receberam 300 e 400mg/
kg de peso corporal do extrato de P.
glomerata, respectivamente. Diluiu-se os
extratos em DMSO. A fase de tratamento
teve duracao de 42 dias consecutivos,
sendo o0s animais avaliados nas suas
condicdes biométricas e eutanasiados ao
final do periodo de tratamento.

- Coleta de amostras e microscopia de
luz

Ao término do periodo experimental,
os animais foram eutanasiados através
de inalacao de CO2. Em seguida, os rins
foram removidos, pesados em balancga de
precisao (BEL Mark 160/0,00019) e fixados
em solugao de Karnovsky (KARNOVSKY,
1965). Fragmentos de um dos rins,
destinados ao estudo em microscopia de
luz, foram desidratados em concentragdes
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crescentes de etanol, incluidos em resina,
seccionados na espessura de 3um,
mantendo-se um intervalo de 13 cortes, e
corados com azul de toluidina - borato de
sodio 1% (Figura 1B). Essas etapas foram
realizadas na UFV.

Para as laminas confeccionadas
no IF Sudeste MG - Campus Barbacena,
fragmentos do rim, foram desidratados
em série etandlica crescente, diafanizados

com trés banhos em xilol e posteriormente
pré-incluidos e incluidos em parafina.
A etapa descrita acima foi realizada
nos laboratérios de Quimica do proéprio
instituto. A obtencao de cortes ocorreu no
laboratério de Microscopia, sendo a seccdo
na espessura de 5um. Os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) e
as laminas montadas com entellan (Figura
1A).

FIGURA 1: Organizagio da regido cortical do rim de camundongo adulto incluido em parafina e corado com hemato-
xilina e eosina (A) e incluido em resina e corado com azul de toluidina e borato de sédio (B). Tabulos (T), glomérulos

(GL), retragéo tecidual

- Analises qualitativas e quantitativas
dos rins

O indice renal foi calculado a partir
da seguinte féormula: PR/PC x 100, onde
PR= peso dos rins; PC= peso.

Para as analises qualitativas, as
laminas foram observadas buscando
identificar vacuolizacoes, dilatacoes
epiteliais, hipertrofia, hiperplasia,

deposicao hialina ou necroses tubular e
glomerular. Estas sao algumas patologias
relatadas pela literatura em estudos
histopatoldgicos de toxidade pré-clinica
em ratos e camundongos (GREAVES,
2007; ALMEIDA et al., 2013; NAMIOO et
al., 2013; MARDANI. et al., 2014).

Para estudo morfométrico foram
separadas aleatoriamente dez laminas

. Aumento de 400x.

por animal, e destas, dez campos tiveram
suas imagens capturadas em microscopio
Nikon E200 do Laboratério Interdisciplinar
de Formacao de Educadores do IF
Sudeste MG - Campus Barbacena. As
imagens foram analisadas utilizando-
se o programa Image-Pro Plus 4 (Media
Cybernetics). Os parametros quantificados
foram: proporcdo volumétrica de tubulos,
glomérulos e capilares peritubulares
(MASSANYI et al., 2006). As proporgoes
volumétricas foram estimadas a partir
da contagem de 2.000 pontos projetados
sobre imagens capturadas totalizando 7
campos aleatdrios nos cortes histolégicos
do rim de cada animal (Figura 2).
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Figura 2: Organizagdo da regiao cortical do rim de camundongo adulto. Em detalhe (canto superior direito), um mo-
delo de grade usado para anélise morfométrica dos tabulos (T), capilares intertubulares (C) e glomérulo (GL). Colora-
¢do: azul de toluidina e borato de sdédio. Aumento de 100x.

- Analises estatisticas

Os parametros estudados foram
comparados entre 0os grupos por meio de
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Newman-Keuls. Foi utilizado o
software STATISTICA for WINDOWS 3.11,
sendo o nivel de significancia considerado
de p<0,05. Todos os resultados foram
expressos em média + desvio padrao.

Resultados
- Biometria corporal e renal

Os resultados das caracteristicas
biométricas analisadas encontram-se
na tabela 1. O peso corporal aumentou
nos grupos tratados com o extrato de
P.glomerata, sendo  estatisticamente
significativo em relagao ao grupo controle
que recebeu dagua. Observou-se ainda,
diminuigao no indice renal nos grupos que
receberam 300 e 400mg/Kg do extrato
de P.glomerata, com p<0,05 apenas em
relagao aos animais tratados com a menor
concentracao do extrato de A. glaucum.
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Tabela 1 - Peso corporal (PC), peso dos rins (PR) e indice renal (IR) de camundongos
adultos, apds tratamento com o extrato hidroalcodlico da raiz de P.glomerata e da
casca de A.glaucum.:

GRUPOS PC () PR (g) IR (%)
Gl 20,99 +3,08° 0,33+0,07° 1,58 0,20
G2 2540 + 1,66™ 0,45+0,04° 1,75 +0,06 ®
G3 23,64+2,18% 0,44 +0,15° 1,85+0,48°
G4 21,93 +325%® 0,34+0,03° 1,58 0,16
G5 25,11 +3,08° 0,35+0,09° 1,39 +0,22°
G6 2534 +233° 0,37 +0,05° 1,46 +0,16°

Letras diferentes nas colunas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1: Agua; G2: Dimetilsu-
toxido; G3: 300mg/Kg de A.glaucum; G4: 400mg/Kg de A.glaucum; G5: 300mg/Kg de P. glomerata; G6: 400mg/Kg de
P. glomerata.

- Andlises qualitativas

Os animais tratados com os extratos de
P. glomerata e Anemopaegma glaucum
mantiveram tubulos, glomérulo e capilares
peritubulares com morfologia normal.

- Analises morfométricas renais

Na tabela 2 encontram-se os resultados das

proporcdes volumétricas (%) dos tubulos,
glomérulos e capilares peritubulares.
Observou-se aumento na proporgao de
capilares no grupo que recebeu 300mg/
Kg de A. glaucum, sendo estatisticamente
significativo (p<0,05) apenas em relacao
ao grupo que recebeu agua, e ao que
recebeu 400mg/Kg do extrato de P.
glomerata.

Tabela 2 - Proporcdo volumétrica de glomerulos (PG), tubulos (PT) e capilares (CA)
de camundongos adultos, apds tratamento com o extrato hidroalcodlico da raiz de
P.glomerata e da casca de A.glaucum.

GRUPOS GLOMERULOS (%) TUBULOS (%) CAPILARES (%)
Gl 9,49+1,75° 87,81+ 1,77° 2,69+022°

G2 9,13+1,28° 87,30+ 1,20° 3,57+0,61°°

G3 9,60 +1,30° 84,84+1,52° 476 +1,29°

G4 10,09+ 1,89° 8594+232° 3,97+ 1,17°°

G5 943+121° 86,75 +2,28° 3,83+£1,50"°

G6 9,61 +0,46° 87,59+085° 2,80+0,82°

Letras diferentes nas colunas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1: Agua; G2: Dimetilsu-
foxido; G3: 300mg/Kg de A.glaucum; G4: 400mg/Kg de A.glaucum; G5: 300mg/Kg de P. glomerata; G6: 400mg/Kg de P
glomerata.
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Discussao

Em estudos pré-clinicos de toxidade,
alteracdes renais sao particularmente
susceptiveis de ocorrer por causa das
altas doses administradas e pelas fungoes
exercidas por esse 6rgao. Os rins tém um
fluxo de sangue elevado, o que expode o
parénquima renal a alta concentracdo
de produtos quimicos mesmo estando
presentes apenas transitoriamente na
circulacao (GREAVES, 2007). Portanto, em
estudos envolvendo plantas medicinais e
avaliacao toxicoldgica das mesmas, o rim
€ um dos érgdos que deve ser analisado de
maneira qualitativa e quantitativamente, a
fim de se verificar alteragcdes morfoldgicas
de seus tubulos, glomérulos e capilares,
fato investigado no presente estudo.

A literatura relata uma série de
estudos envolvendo extratos vegetais e o
rim como 6rgdo principal de estudo, seja
para avaliar os efeitos téxicos do extrato
ou seus efeitos protetores do rim. Alguns
desses estudos sao descritos a seguir.

NAMJIOO E COLABORADORES (2013)
demonstraram que o extrato hidroalcodlico
de Melissa officinals é capaz de causar
anormalidades estruturais no rim, como
atrofias glomerular e tubular. Um estudo
qualitativo renal utilizando o extrato de
Momordica charantia demonstrou que
apos sete dias de tratamento os animais
apresentaram perda e degeneragoes
celulares, deposicao hialina, vacuolizagbes
e dilatagcdbes das células tubulares
(MARDANI. et al., 2014).

No presente estudo, mesmo o tempo
de administracao ter sido mais extenso
do que o relatado no trabalho acima, os
extratos de P.glomerata e A. glaucum
nao produziram as alteragdes qualitativas
citadas acima, o que pode estar relacionado
com as diferencas nos componentes
guimicos de cada extrato e também as
concentracdes administradas. MARQUES
(2010), ao avaliar a anatomia patoldgica
do rim, em ratos tratados cronicamente
com P. glomerata, nao observou alteragcoes
gualitativas nesse érgdo, assim como no

presente estudo.

Por outro lado, situacoes
envolvendo alteracoes histoldgicas
renais induzidas, TEOH, LATIFF E DAS,
(2010) demonstraram o efeito protetor
do rim por Momordica charantia em
camundongos com diabetes induzida por
estreptozotocina. O extrato foi capaz de
reverter alteragdes histoldégicas como
edema e hipercelularidade de tubulos
proximais, necrose, deposicdes hialinas
e espessamento da capsula de Bowman.
Avaliando ainda o efeito protetor do
rim, SALIH E COLABORADORES (2015),
demonstraram através de analises
morfométricas renais, que o suplemento
do cha de amora (Morus sp.) foi capaz
de reverter danos nos glomérulos
renais causados por acetominofeno
(paracetamol). Apesar dos extratos de
Anemopaegma glaucum e P. glomerata
nao terem causado danos qualitativos ou
quantitativos nos rins dos camundongos,
nas concentracdes administradas, nao se
pode inferir nenhum efeito protetor do
rim, ja que ndo foram induzidas nenhuma
alteracao renal anterior a administracao
do extrato. Porém, estudos anteriores, ja
demonstraram efeitos toxicos dos extratos
de ambas as espécies, sobre o figado,
testiculos e producdo espermatica de
camundongos adultos (MATTA et al., 2010;
2012; 2014), nas mesmas concentracoes
administradas. Esse fato direciona a
estudos envolvendo alteracdes renais
induzidas, para verificar se os extratos sao
capazes de reverter efeitos téxicos renais
induzidos por outras substancias. OTOFUGI
(2005), ja demonstrou efeito protetor de P.
glomerata na mucosa gastrica, enquanto
que, a respeito de A. glaucum, nenhum
estudo sobre efeito protetor foi encontrado
na literatura.

O percentual de peso corporal alocado
em massa renal (IR) diminuiu nos animais
que receberam ambas as doses do estrato
de P. glomerata. Essa reducao, porém
nao esta ligada ao efeito téxico do extrato
sobre o rim, ja que o peso e a morfologia
desse O6rgao permaneceram inalteradas.
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onnm

EE  INSTITUTO FEDERAL
BEE SUDESTE DE MINAS GERAIS
BBl campus Juiz de Fora

Revista
Multiverso 166 c o o O




EFEITOS DOS EXTRATOS ALCOOLICOS DE PFAFFIA GLOMERATA

Morfologia

Essa diminuicdo estd associada ao maior
peso corporal apresentado por esses
animais, ja que para realizacao do calculo
de indice renal utiliza-se uma divisao pelo
peso corporal.

Em relacao as analises morfométricas
renais observou-se aumento na proporgao
de capilares, nos animais que receberam a
menor concentragao do extrato A. glaucum.
Sabe-se que os rins tém um fluxo elevado
de sangue, o que expde o parénquima
renal a alta concentracdo de produtos
quimicos, mesmo se eles estiverem
presentes apenas transitoriamente na
circulacao (GREAVES, 2007). Além disso,
a quantidade de aporte sanguineo e a
quantidade de filtrado formado pelos
corpusculos renais influenciam em sua
morfologia, sendo estas alteragbes, um
indicio significativo para maior ou menor
atividade renal (RHODEN et al., 2001). No
presente estudo, o aumento na proporgao
de capilares, porém, ndo esta associada

a efeitos tdéxicos, ja que de acordo com
as analises qualitativas, esses capilares
apresentaram aspecto normal. Esse
aumento também ndo esta associado com
nenhuma alteracdo nos glomérulos ou
tubulos.

Conclusao

Asanalisesqualitativasequantitativas
demonstraram que o tratamento com os
extratos de P. glomerata e A. glaucum,
nas concentracdes de 300 e 400mg/Kg de
peso corporal nao interferiram de maneira
negativa na morfologia e morfometria dos
rins de camundongos adultos.
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Abstract: Pfaffia glomerata and Anemopaegma glaucum are species widely used in
folk medicine as aphrodisiac plants. Previous studies have shown toxic effects of both
species’ extracts on the mice liver and testicles, fact that led to further investigation
about their possible effects on the kidney. In that sense, the effects of Pfaffia glomerata
and Anemopaegma glaucum extracts on the mice renal morphology and morphometry
was evaluated. A total of 36 animals were used. The Group 1 (G1) received water and
Group 2 (G2) dimethyl sulfoxide (DMSQO). The Group 3 (G3) and Group 4 (G4) received
300 and 400 mg, respectively, of the extract of A. glaucum per kilogram of body weight;
and Group 5 (G5) and Group 6 (G6) received 300 and 400 mg, respectively, of the
extract of P. glomerata per kilogram of body weight. The extracts were diluted in 0,2 mL
of DMSO. The test lasted 42 consecutive days. Resin histological blades were prepared
and colored with blue toluidine at UFV and paraffin histological blades were colored
with hematoxylin and eosin at IF Sudeste. The trials using both extracts at 300 and
400 mg / kg body weight concentrations did not affect negatively the morphology and
morphometry of the adult mice kidneys.

Keywords: Aphrodisiac plants; Toxicity; Morphology; Morphometry.
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