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RESUMO: O uso popular, e mesmo o tradicional, ndo sao suficientes para validar as plantas
medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Para melhor entendimento, € necessario
avaliar a relagéao risco/beneficio de seu uso, por meio de estudos toxicoldgicos. O objetivo
desta pesquisa foi estimar a toxicidade aguda do extrato etandlico das cascas secas de
Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr através da obtengéo da dose letal (DL,,) em
roedores, e da Concentracao letal (CL, ) frente a Artemia salina Leach. Foram realizados
experimentos por via oral e intraperitoneal utilizando camundongos fémeas albinos Swiss
(Mus musculus) (n=6). Por via oral foram administradas 3 doses (1.000, 3.000 e 5.000 mg
Kg) e por via entraperitoneal, 5 doses (155, 160, 176, 345,6 e 414,72 Kg'). Os sinais
comportamentais foram avaliados durante uma hora apdés a administracdo do extrato,
ficando em observacéo até 48 horas. O niumero de 6bitos foi quantificado para posterior
calculo da DL,,. A administragcédo por via intraperitoneal foi realizada em intervalo de 5
minutos para cada animal. Nos ensaios de toxicidade por via oral a solugéo foi introduzida
por via intragastrica através de canula metalica acoplada a seringa (gavagem) no mesmo
intervalo de tempo utilizado pela via intraperitoneal. Os animais do grupo de administragéo
oral apresentaram algumas reagdes, porém néo letais até a dose de 5.000 mg Kg-. ADL,,
para a via intraperitoneal foi 257, 49 mg Kg-' (muito toxico, grau 4) (Schuartsman, 1980). A
CL,, (543,5 pyg Kg-') demonstrou ser toxica frente a A. salina. Conclui-se que sob condicdes
agudas de exposicao, o extrato do Pithecellobium cochliocarpum é um agente toéxico,
devendo ser considerado como tal, dependendo da dose administrada ou absorvida, do
etempo e frequéncia de exposicao e das vias de administracao.

Palavras-chave: fitoterapia, toxicologia, Abarema cocliocarpa.

ABSTRACT: Evaluation of acute toxicity of the Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
Macbr bark extract. The popular use, and even the traditional one, is not enough to validate
medicinal plants as effective and safe medicines. For a better understanding, it is necessary
to assess the risk / benefit ratio of their use through toxicological studies. The aim of this work
was to evaluate the acute toxicity of Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr dried bark
ethanolic extract through its lethal dose (LD,,), in mice, and lethal concentration (LC,,) in relation
to Artemia salina Leach. Experiments were performed by oral and intraperitoneal route using
female Swiss albino mice (Mus musculus) (n = 6). The first three doses were given orally (1,000,
3,000 and 5,000 mg kg-') and the last five doses were given intraperitoneally (155, 160, 176,
345.6 and 414.72 Kg). The behavioral signs were evaluated one hour after administration of
the extract, being observed up to 48 hours. The number of deaths was quantified for subsequent
calculation of LD50. The intraperitoneal administration was carried out at an interval of 5 minutes
for each animal. For the oral toxicity test, the solution was introduced in the digestive system
of the animals through a metal cannula coupled to a syringe (gavage) at the same time interval
used for the intraperitoneal route. The animals from the oral group presented some reactions,
but they were not lethal up to the dose of 5.000 mg kg'. The LD50 for the intraperitoneal
group was 257.49 mg kg (very toxic, grade 4) (Schuartsman, 1980). The LC50 (543.5 mg
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kg) was toxic to A. salina. We can conclude that, under acute conditions of exposure, the
Pithecellobium cochliocarpum extract is a poisonous agent and should be considered as such
depending on the administered or absorbed dose, the time and frequency of exposure, and

the administration routes.

Keywords: herbal medicine, toxicology, Abarema cocliocarpa.

INTRODUGAO

Desde os tempos antigos as plantas séao
usadas na medicina popular para o tratamento de
diversas doengas. A toxicologia e a farmacologia
dessas plantas tém recebido a atencédo dos
cientistas para a verificagdo de suas propriedades
farmacoldgicas e/ou terapéuticas, no isolamento dos
constituintes ativos, e na investigagéo de possiveis
toxicidades (Rebecca, 2002; Brandao et al., 2008).

Para Rates (2001), esse aumento do
interesse pelas plantas tem sido significante para a
origem de novos farmacos. Toledo (2003) acredita
que o estimulo ao uso dos fitoterapicos tem, como
objetivo, a prevengao, a cura ou a minimizagao dos
sintomas das doencgas, com custo mais acessivel
a populagado em relagédo aos produtos obtidos por
sintese quimica que, em geral, sdo mais caros
devido as patentes tecnolégicas envolvidas. No
entanto, a utilizagdo de formulagdes fitoterapicas
como alternativa terapéutica tem sido limitada pela
questdo da seguranga da utilizagdo (Mello et al.,
2008).

Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
Macbr é uma arvore de grande porte pertencente
a familia Leguminosae-Mimosaceae. Tem como
sinonimia cientifica Mimosa cochliocarpos (Gomes)
e Abarema cochliocarpos (Gomes). Essa espécie
pode ser encontrada nos estados de Alagoas,
Bahia, Paraiba, Pernambuco e Rio de Janeiro (Grin,
2005). Popularmente é conhecida por babatenon,
babatiméo ou barbatimdo e amplamente utilizada
devido a sua atividade cicatrizante, antiinflamatéria
e antiulcerogénica (Sarmento, 1999).

O screening fitoquimico dos extratos
hidroalcodlicos das cascas secas demonstrou a
presenca de saponinas, flavonoides, e taninos
(Sarmento, 1999). A casca do caule é utilizada
como medicinal em aplicagdes topicas para o
tratamento de feridas na forma de decocto. Para
uso interno utiliza-se a casca preparada na forma de
infuso, decocto, tintura, vinhos e garrafadas como
antiinflamatério (Oliveira & Silva, 1994).

A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar a toxicidade aguda e a citotoxicidade
do extrato etandlico das cascas do caule de
P. cochliocarpum (Gomez) Macbr por meio da
determinacéo da DL,, por via oral e intraperitoneal
em camundongos e da Concentrago letal (CL,)
frente a Artemia salina.

MATERIAL E METODO

Material botanico e obtencdo da matéria-
prima
Amostras das cascas do caule de 12
exemplares (planta adulta, em estado vegetativo
e livre do ataque de pragas) de P. cochliocarpum
foram coletadas no NUPA (Nucleo de Pesquisa
e Processamento de Alimentos) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa/PB,
Brasil em janeiro de 2009. Em seguida, foram
identificadas pela Drz Rita de Céassia Araujo Pereira,
Curadora do Herbario do Instituto Agronédmico de
Pernambuco (IPA). Uma excicata foi depositada
no herbario “Prof. Lauro Pires Xavier”, da UFPB,
sob o numero 61.336. O material coletado (835
g, peso fresco), foi pesado em balanga eletrénica
semi-analitica (modelo BG 400, Gehaka®), e
posteriormente lavados em agua corrente, e
desidratadas em estufa com ar circulante a 33°C
por 7 dias.

Obtencao do extrato alcodlico

As cascas do caule apdés secagem foram
trituradas em moinho tipo Harley. O p6 obtido (560
g) foi extraido em alcool etilico 95% (p/p). Foram
preparados 4 litros de solugdo extrativa etandlica.
Apods 7 dias de maceragao e refrigeragdo a 23
°C, a mistura foi filtrada com filtro de celulose
adaptado a funil montado em suporte especifico.
Esse processo extrativo foi realizado em triplicata.

Concentragdo do extrato etandlico

A vaporizacédo do extrato etandlico foi
realizado utilizando um evaporador rotativo (TE
120, Tecnal®, Brasil) acoplado a bomba a vacuo
sob temperatura constante de 45°C. Obteve-se,
assim, 289g de um extrato pilular (52% em relagao
ao material vegetal seco), com consisténcia
resinosa, cor escura, bem dispersivel em soro
fisioldgico nas dosagens utilizadas.

Toxicidade aguda do extrato pilular e
determinacéao da DL,

A pesquisa foi aprovada pelo Comité

de Etica (protocolo nimero 041544/2006-47). O

trabalho experimental foi desenvolvido no Biotério

do Departamento de Antibidticos da Universidade
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Federal de Pernambuco (UFPE) entre os meses
de fevereiro a margo de 2009. Foram utilizados
camundongos albinos Swiss (Mus musculus)
fémeas, com pesos e idade aproximados, divididos
em grupos de seis animais cada, previamente
marcados e pesados. Todos os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno, em
condi¢des controladas de iluminagao (ciclo 12
horas claro/escuro) e temperatura de 22 + 2
°C, com alimentacédo suspensa 12 horas antes
do ensaio e liberagdo de agua ad libitum. O
extrato etandlico foi pesado em balanga analitica
(Scaltec®, modelo SBA 31) e solubilizado em
solucgao fisiolodgica 0,9% de NaCl (p/v). O ensaio foi
realizado pela via de administragao intraperitoneal
e oral. A avaliagdo da toxicidade aguda e a
determinacéo da DL, foram realizadas de acordo
com a metodologia preconizada por Karber &
Behrens (1964) efetuada em duas fases: uma
preliminar e outra definitiva. Na fase preliminar,
foram administradas doses crescentes do extrato
etandlico de P. cochilliocarpum para definir a
D, (maior dose de sobrevivéncia) e a D, (menor
dose capaz de determinar 100% de letalidade
dos animais). Os dados obtidos na fase preliminar
delinearam a fase definitiva. Os animais receberam
doses compreendidas entre D1 e D2 seguindo
uma progressao geométrica de razao 1,2 para
determinacéo da DL,, (Dose letal para 50% dos
roedores); todos permaneceram em observagao
durante 48 horas. As variaveis observadas pelas
vias de administracdo foram as diversas reacoes
comportamentais, tais como: ambulagao, altera¢des
da frequéncia respiratéria, diurese, obitos, entre
outros. O calculo da DL, foi obtida com emprego
da seguinte férmula:

DL, = DF - = (A.B)
n

Onde:

DF = dose minima capaz de matar todos
0s animais

A=diferenga entre duas doses consecutivas

B = animais mortos entre duas doses
consecutivas

n = numero total de animais por lote

A classificagcdo da toxicidade relativa dos
agentes quimicos de acordo com a DL, seguiu a
proposta de Schuartsman (1980): grau 6 (DL, <5
mg Kg-') = supertoxico; grau 5 (DL, = 5-50 mg Kg-')
= extremamente toxico; grau 4 (DL,, = 50-500 mg
Kg-') = muito téxico; grau 3 (DL, = 0,5-5 g Kg) =
moderadamente toxico; grau 2 (DL, = 5-15gKg) =
pouco toxico; grau 1 (DL, >15 g Kg') = praticamente
atoxico.

Determinacao da CL,, com Artemia salina L.

Os cistos de A. salina L. foram mantidos
sob-resfriamento a 5 °C até a execucgdo do
experimento. Este experimento foi realizado no
Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco, entre os
meses de margo a abril de 2008. Foram utilizadas
as larvas na forma de metanauplio, utilizando-se a
Concentragdo Letal Média (CL,,) como parametro
de avaliagéo da atividade bioldgica (Lopes et al.,
2002). Para a obtengédo dos metanauplios, cistos
de A. salina foram incubados em solucéo salina
(pH 8,5 e 29 °C) sob iluminagao artificial por
48 h. Apos eclosao, os metanauplios migravam
através de uma placa perfurada para outro
compartimento com livre incidéncia de luz. Uma
solugéo foi preparada utilizando 10 mg do extrato
etandlico de P. cochiliocarpum e 10 mL de solugéo
salina, a partir desta foram efetuadas dilui¢gdes
com concentragdes inferiores (40, 120, 240, 360,
480 e 600 ug mL). Das diluigbes obtidas com as
respectivas concentragdes, 5 mL foram colocados
em tubos de ensaio e adicionados 10 metanauplios.
O teste foi realizado em triplicata. Um grupo controle
foi preparado contendo apenas os metanauplios. O
conjunto permaneceu em incubagao sob luz artificial
por 24 h e entao foi realizada a contagem do niumero
de metanauplios vivos e mortos para determinagao
da CL,, de acordo com o método estatistico de
Probitos, utilizando o programa Microcal Origin 4.1.9.

RESULTADO

Na fase preliminar do teste de toxicidade
aguda por via intraperitoneal foram administradas
doses variadas que possibilitou a determinacgao
de D, (dose maxima isenta de mortalidade) de
160 mg Kg' e D, (dose minima capaz de levar
a obito 100% dos animais) de 414,72 mg Kg-.
Os sinais de toxicidade da fase definitiva foram
observados inicialmente apés administragdo do
extrato etandlico de P. cochliocarpum e apresentou
efeitos estimulantes como taquicardia, taquipnéia,
tremores finos e grosseiros, movimentos circulares,
exoftalmia e movimentos esteriotipados. Apds 30
minutos da administragcao verificou-se a presenca
de sinais depressivos em todas as doses, tais como:
abaixamento dos membros posteriores, apnéia e
alteragcao da marcha. Todos os efeitos observados
sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) foram
reativos e proporcionais as doses administradas.

Na dose de 155 mg Kg-' foram observados
efeitos sobre o trato gastrointestinal, tais como:
distensdo abdominal, contorgdes e diminuigdo
da excregéo fecal. Piloere¢do, edema de focinho,
palidez, fotofobia e cianose foram verificados em
25 % dos animais de cada grupo, sendo que esses
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efeitos periféricos acentuaram-se nas doses mais
elevadas do extrato vegetal.

Em 176 e 345,6 mg Kg' foram observados
taquipnéia e taquicardia, agitacdo motora, reacao
de fuga, espasmos, diurese e excrecgio fecal,
com mortalidade de 18% e 85% dos animais,
respectivamente.

A taxa de mortalidade do extrato etandlico
de P. cochliocarpum variou com o aumento das
doses, como demonstrado na curva dose-resposta
(Figura 1). As doses acima de 414,72 mg Kg-' foram
capazes de matar 100% dos animais tratados com
o extrato etanodlico de P. cochliocarpum. A DL,
determinada foi de 257, 49 mg Kg-.

O ensaio de toxicidade aguda por via oral foi
realizado nas doses de 1.000, 3.000 e 5.000 mg Kg-.
Adose de 1.000 mg Kg' apresentou baixa diurese,
excregao fecal variavel, aumento da frequéncia
respiratéria, palidez, agressividade, agitagcéo e
edema de focinho. Para a dose de 5.000 mg Kg-
além dos efeitos estimulantes, foram observados
também sinais depressores sobre o SNC. Apesar
desses efeitos comportamentais, nao foi verificado
6bitos dos animais até a dose limite de 5.000 mg
Kg, indicando que quando administrado por esta
via o extrato bruto apresenta baixa toxicidade. Isso
impossibilitou o calculo da DL,, pela metodologia
proposta (Zaupa et al., 2002).

Com base no ensaio para verificagdo da
toxicidade do extrato etandlico de P. cochliocarpum
frente a A. salina Leach observou-se que nas
concentragdes de 40 a 600 pg mL essas larvas
apresentaram diminuicdo na movimentagdo em
relacdo as do grupo controle, mostrando que a
exposicao as maiores taxas de concentragdo do
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extrato de P. cochliocarpum tem influéncia sobre
a movimentag¢ado do organismo estudado. Apds 24
horas de exposicao ao extrato houve um moderado
indice de mortalidade de A. salina na maior parte das
concentragdes utilizadas de acordo com o método
proposto por Meyer et al (1982). Desta forma, foi
possivel calcular experimentalmente o valor de CL,,
(543,5 ug mL-1) para o extrato etandlico do vegetal
estudado.

DISCUSSAO

Os produtos fitoterapicos sao, algumas
vezes, erroneamente considerados como seguros
porque sao de origem natural (Gesler, 1992).
Segundo Bent & Ko (2004), esses produtos contém
principios bioativos capazes de causar efeitos
adversos.

De acordo com Talalay (2001), todo produto
natural usado em terapéutica deveria ser submetido
a testes de eficacia e seguranga por métodos
iguais aos usados por novas drogas sintéticas.
Por motivos éticos, morais e legais, a obtencao de
dados toxicolégicos em seres humanos é bastante
limitada. Com isso, as informagdes toxicoldgicas
sobre compostos quimicos s&o obtidas basicamente
a partir de testes toxicoldgicos pré-clinicos, ou
seja, com animais de laboratérios em condigdes
previamente padronizadas (Morton, 1998; Boelsterli,
2003).

Sugere-se que as reagdes comportamentais
observadas ap6s a administragao intraperitoneal do
extrato etanodlico de P. cochliocarpum decorre de
alteracbes do equilibrio dos neurotransmissores
excitatorios e inibitérios. Inicialmente as doses
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FIGURA 1. Curva dose-resposta da toxicidade aguda por via intraperitoneal do extrato etandlico das cascas
secas de Pithecellobium cochiliocarpum em camundongos albinos Mus musculus, Biotério de Antibiéticos da

UFPE, ano 2009.
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demonstraram ser estimulantes devido a liberagéao
de neurotransmissores excitatérios e/ou inibigao
da recaptagédo desses. A inibicdo da recaptacao
aumenta a concentragdo dos neurotransmissores em
contato com os receptores, incrementando, assim,
a atividade do circuito neuronal (Silva, 2002). No
entanto, os efeitos depressores estiveram presentes
e nao foram tao pronunciados, possivelmente pelo
esgotamento parcial das vesiculas sinapticas dos
neurotransmissores excitatérios, ou estimulagéo
prolongada direta de neurotransmissores inibitérios
(Goodman e Gilman, 2012).

As cascas secas do caule de P.
cochliocarpum contém constituintes quimicos dentre
0s quais taninos, saponinas, flavonoides (Sarmento,
1999) e sao utilizadas pela populagéo no tratamento
de feridas. Melo et al. (2007) afirmaram que as
saponinas, por serem capazes de formar complexos
com esteroides e fosfolipideos das membranas das
células da mucosa intestinal, causam irritacdo na
mesma. Essa propriedade irritante sobre a mucosa
possivelmente justifica o aumento das contorgbes
abdominais @ medida que aumentou a dose na
administracao intraperitoneal (Malone, 1977;
Malone, Robichaud,1962).

Os taninos sdo compostos responsaveis
pela adstringéncia de muitos frutos e plantas em
geral, e, devido a sua complexagao com proteinas, &
a base de algumas de suas propriedades bioldgicas,
tais como o controle de insetos, fungos e bactérias
(Aerts et al.,1999). A diminui¢cdo da excregao fecal
foi observada com o aumento das doses do extrato
etandlico de P. cochliocarpum, provavelmente pela
presenca de taninos. Devido ao alto peso molecular,
essas moléculas estao relacionadas com a inibigao
da digestibilidade (Monteiro et al., 2005).

A presenca de intensa taquicardia durante
todo o periodo do ensaio, mesmo na fase final, na
qual se verificou depressdo do sistema nervoso,
deve-se provavelmente a presenga de taninos no
extrato etandlico de P. cochliocarpum. Para Alice
(1995), o uso excessivo de produtos de plantas
medicinais ricas em taninos por via oral pode ser
perigoso ao musculo cardiaco, o que justifica a
taquicardia observada na administragéo das doses
intraperitoneais do extrato.

De acordo com Pinto et al. (2001), o
efeito toxico dos taninos, causado pela absorgéo
intestinal dos produtos finais da hidrdlise, ocasiona
hemorragias, gastroenterites, necrose hepatica e
nefrites, entre outros. Aadministragcao do extrato nos
animais provocou, na maioria das doses utilizadas,
a auséncia de micgéo.

Embora o extrato etandlico de P.
cochliocarpum tenha se apresentado muito toxico
por via intraperitoneal, 0 mesmo por via oral foi
pouco toxico ndo verificando letalidade dos animais.

Esta auséncia de letalidade pode estar relacionada
aos mecanismos farmacocinéticos de absorgao e/
ou biotransformacao, que possivelmente diminuiram
0s niveis séricos necessarios para provocar efeito
letal nos animais (Silva, 2006), no entanto, sinais
clinicos de toxicidade foram observados no referido
extrato vegetal.

Meyer et al. (1982) estabeleceram uma
relacdo entre o grau de toxicidade e a dose letal
média, CL,,, apresentada por extratos de plantas
sobre larvas de A. salina, desde entdo, considera-
se que quando sao verificados valores acima 1.000
Mg mL-, estes, sdo considerados atoxicos. Sendo
assim, P. cochliocarpum pode ser considerado
toxico. Nao foram verificados na literatura, dados
que relatem a CL,, de extratos de barbatimao sobre
A. salina que possam servir como parametro de
comparacgao.

O teste de citotoxicidade com A. salina é um
ensaio biolégico amplamente utilizado por ser rapido,
confiavel, de baixo custo e por ter demonstrado boa
correlagao com varias atividades biologicas (Meyer
et al.,, 1982), tais como: atividade antitumoral
(Mclaughlin, 1991; Mclaughlin et al., 1991, 1993),
atividade contra o Trypanosoma cruzi (Dolabela,
1997), atividade antibacteriana (Brasileiro et al.,
2006; Nino et al., 2006; Magalhdes et al., 2007)
e antifungica (Nifio et al., 2006; Magalhaes et al.,
2007). Em geral, extratos com alta toxicidade para A.
salina (CL,, <200 pg mL-) apresentam alto potencial
para estas atividades. O extrato de P. cochliocarpum
apresentou toxicidade moderada frente a A. salina,
sugerindo que o mesmo possua propriedades
biolégicas como antitumoral, tripanossomicida,
antibacteriana e antifungica (Santos et al., 2002;
Holetz et al., 2005, Oliveira, 2006; Sarmento, 1999;).

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o extrato
etandlico de Pithecellobium cochliocarpum (Gomez)
Macbr foi toxico nos ensaios in vitro frente a Artemia
salina Leach como também em testes pré-clinicos
(agudos) por via intraperitoneal. Porém, o extrato
etandlico da casca de P. cochliocarpum apresentou
baixa toxicidade quando administrado por via oral.
No entanto, vale ressaltar que as condigées como
exposicao, dose administrada ou absorvida, tempo
e frequéncia de exposi¢ao e vias de administragao,
a que o extrato foi avaliado devem ser consideradas.

A utilizagcdo desse vegetal com fins
terapéuticos pela populagédo deixa sugestivas
opgoes para trabalhos futuros que visem o encontro
de nova atividade farmacoldgica.
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