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Avaliagao toxicolégica pré-clinica do cha das folhas de Morus nigra L. (Moraceae)
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RESUMO: O objetivo desse estudo foi realizar um ensaio toxicoldgico pré-clinico para analisar a
toxicidade do cha das folhas de Morus nigra L. (Moraceae). A toxicidade subcrénica do cha (CF-
Mn) foi avaliada durante 30 dias por via oral em ratos. Ao grupo controle foi administrado agua,
para comparagao. Durante o periodo experimental foi avaliada a presencga de sinais de toxicidade,
variagao do peso corporal, € o consumo de liquido e alimento. Ao final do experimento o sangue
dos animais foi retirado para analise de parametros hematoldgicos e bioquimicos. Nao foram
observados mortalidade e sinais de toxicidade indicando baixa toxicidade da planta. Ndo houve
alteragdes nos parémetros hematolégicos e bioquimicos. Nas condi¢gdes do estudo, o CF-Mn
pode ser considerado de baixa toxicidade, pois n&o produziu efeitos toxicos nos animais tratados.

Palavras-chave: Toxicidade subcrdnica, Morus nigra L., Moraceae

ABSTRACT: Pre-clinical toxicological evaluation of tea from the leaves of Morus nigra L.
(Moraceae). The aim of this study was to carry out a pre-clinical toxicological assay to analyze
the toxicity of tea from the leaves of Morus nigra L. (Moraceae). The subchronic toxicity of this
tea (CF-Mn) was orally evaluated during 30 days in rats. The control group was given water
for comparison. During the experimental period, signs of toxicity, body weight variation, and
water and food consumption were assessed. At the end of the experiment, the blood of animals
was removed for analysis of hematological and biochemical parameters. No mortality and no
toxicity signs were observed, indicating low toxicity of the plant. There was no alteration in
the hematological and biochemical parameters. Under the study conditions, CF-Mn can be

considered of low toxicity since it did not produce toxic effects in treated animals.

Keywords: Subchronic toxicity, Morus nigra L., Moraceae

INTRODUGAO

Morus nigra L. € uma espécie pertencente
ao género Morus, familia Moraceae. Esse género
possui cerca de 24 espécies e uma subespécie,
com pelo menos 100 variedades conhecidas. A
planta pode ser encontrada em regides temperadas
e subtropicais e pode crescer em uma grande
variedade de condigbes climaticas, topograficas e
de solo (Ercisli & Orhan, 2007).

Na regiao do Vale do S&o Francisco -
Brasil, essa espécie é conhecida popularmente
como “amora-miura”. O cha das folhas (decocto)
€ bastante utilizado pela populagao local para
o tratamento de diabetes, colesterol, problemas
cardiovasculares, obesidade e gota. A planta foi
trazida para a regido por imigrantes japoneses,
adaptando-se bem as condi¢des de clima e solo.

Algumas espécies do género Morus sao
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amplamente cultivadas na China e no Japao porque
suas folhas servem como alimento para o bicho-da-
seda (Nomura, 1988). Plantas desse género também
tém sido usadas na medicina tradicional chinesa
como antiflogistico, hepatoprotetor, hipotensor,
antipirético, analgésico, diurético, expectorante,
antidiabético (Nomura, 1988; Chen et al., 1995)
bem como para o tratamento de anemia e artrite
(Ozgen et al., 2009). Um alcaloide piperidinico
(moranolina) e glicoproteinas foram isolados como
agentes antidiabéticos das raizes e folhas de
diversas espécies de Morus (Kim et al., 1999). As
folhas dessas espécies sdo consumidas no Japao
e Coréia como agentes antihiperglicémicos por
pacientes com diabetes mellitus, devido a presenca
da 1-desoxinojirimicina, que é conhecida como um
dos mais potentes inibidores da a-glicosidase (Kim
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et al., 2003).

Este género contém uma variedade
de compostos fendlicos, incluindo flavonoides
isoprenilados, estilbenos, 2-arilbenzopiranos,
cumarinas, cromonas, xantonas e uma variedade
de compostos de Diels-Alder (Nomura et al., 1988;
Nomura & Hano, 1994). Alguns desses compostos
exibem propriedades bioldgicas interessantes tais
como efeito antiflogistico, antiinflamatorio, diurético,
hipotensor, e alguns sdo também conhecidos
como fitoalexinas (Syah et al., 2000). O potencial
antioxidante de alguns compostos fendlicos de Morus
alba também foi reportado na literatura (Fukai et al.,
2003).

Ha poucos estudos envolvendo a composi¢ao
quimica e a avaliagdo das propriedades bioldgicas
e farmacoldgicas de Morus nigra. Morusina, um
prenilflavonoide isolado das raizes dessa espécie
mostrou propriedades antinociceptivas em modelos
de dor em camundongos (Souza et al., 2000). Em
estudo recente, Naderi et al. (2004) demonstrou que
os extratos dos frutos de Morus nigra tém uma agéao
protetora contra o dano peroxidativo de biomembranas
e biomoléculas. Dois novos flavonoides prenilados,
momigrol E e momigrol F foram isolados das cascas
do caule dessa espécie (Wang et al., 2009), bem
como acido betulinico, a-sitosterol e germanicol
(Padilha et al., 2010). Propriedades antinociceptiva
e antiinflamatéria também foram reportadas para o
extrato diclorometano das folhas da planta (Padilha
et al., 2009; Padilha et al., 2010). Recentemente,
nosso grupo de pesquisa avaliou o potencial
hipoglicemiante e a toxicologia do extrato etandlico
bruto dessa espécie (Almeida et al., 2011).

Tendo em vista o extenso uso popular do
cha das folhas de Morus nigra na nossa regiao e
a escassez de estudos sobre a toxicologia dessa
espécie, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
toxicidade subcrénica do cha das folhas, preparado
de acordo com o seu uso popular, visando avaliar
parametros de seguranga de uso bem como
alteragdes no peso, consumo de liquido e consumo
de alimento dos animais.

MATERIAL E METODOS

Material boténico
As folhas de Morus nigra L. foram coletadas
na Fazenda Ouro Verde, municipio de Casa Nova-
BA em fevereiro de 2010. Uma exsicata da planta
(1764) esta depositada no Herbario da Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco (HVASF).

Preparacao do cha das folhas de Morus
nigra L. (CF-Mn)
A escolha da parte da planta e do tipo de
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extracao a ser utilizada foi baseada nas informagées
de uso popular, pois a planta é consumida na forma
de cha (decocto). O cha das folhas foi preparado
diariamente da mesma maneira como é preparado
pela populagado. As folhas foram secas a sombra e
depois foram trituradas manualmente. Em seguida,
0 p6 (12 g) foi submetido a uma extragao por
decocgao em agua (1000 mL) a 100°C durante 10
minutos. Apds o resfriamento do material, o decocto
foi administrado diariamente aos animais.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos
(Rattus novergicus), pesando entre 250-300 g,
provenientes do Biotério da Universidade Federal
do Vale do Sao Francisco (UNIVASF). Todos os
animais foram mantidos sob condigbes controladas
de temperatura (22 + 2°C) com livre acesso a
alimentacao e agua, ciclo claro-escuro de 12 horas,
com a fase de luz iniciando as 06:00 e terminando
as 18:00 horas. Todos os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco
sob 0 numero 22021098.

Avaliagao da toxicidade subcronica

Os ratos (n=20) foram divididos em 4 grupos
de cinco animais cada. Cada grupo foi submetido
a condi¢gdes controladas de fornecimento de
liquido e alimento durante 30 dias consecutivos.
Os grupos | e Il foram utilizados como controle e
os grupos lll e IV como grupos experimentais. Os
dois primeiros grupos receberam diariamente 500
mL de agua potavel em frascos de polipropileno
e 200g de ragao, enquanto os outros dois grupos
receberam 500mL do cha das folhas e 200g de
ragdo. O peso dos animais, o consumo de liquido
e de alimentos foi medido diariamente durante
os 30 dias do experimento. Durante o periodo
experimental, todos os animais foram observados
para a verificagdo de algum sinal de toxicidade. A
glicemia foi medida a cada 7 dias, durante 28 dias do
experimento. Os valores da glicemia foram obtidos
através de fitas reagentes (Accu-Chek® Active,
Roche) acopladas a um glicosimetro digital portatil
a partir de amostras de sangue coletadas da cauda
do animal. Ap6s o periodo experimental, os animais
foram anestesiados com tiopental sédico e tiveram
0 sangue coletado para a avaliagdo de parametros
hematoldgicos e bioquimicos.

Analise de parametros hematolégicos e
bioquimicos do sangue
Para a avaliagdo de paradmetros
hematoldgicos e bioquimicos do sangue dos
animais, foi utilizada a metodologia descrita por
Vasconcelos et al. (2007) com modificagdes. Foi
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retirado sangue dos animais através do plexo
braquial para analise de pardmetros hematolégicos
como: numero de hemacias (10%/mm?), hemoglobina
(g/dL), hematécrito (%), volume corpuscular médio
(VCM, u?), hemoglobina corpuscular média (HCM,
Kg), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM, %), leucécitos (103/mm3), neutrofilos
bastonetes (%), neutroéfilos segmentados (%),
eosinofilos (%), linfocitos tipicos (%), mondcitos (%)
e plaquetas (103/mm?3). Os parametros bioquimicos
analisados em amostras de soro foram: glicose
(mg/dL), colesterol (mg/dL), triglicerideos (mg/dL),
AST/TGO (U/L), ALT/TGP (U/L), uréia (mg/dL),
acido urico (mg/dL), creatinina (mg/dL), albumina
(g/dL) e amilase (U/L). Para a determinacéao
dos parémetros hematologicos foi utilizado um
analisador hematoldgico Sysmex XT-2000, para os
paradmetros bioquimicos utilizou-se um analisador
automatico Wiener BT 3000 Plus.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como
média + erro padrédo da média considerando-se o
numero de 10 animais para os grupos controle e
experimental. O nivel de significancia estatistica foi
determinado usando o Teste tde Student. Os valores
foram considerados estatisticamente significantes
quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais tem sido
muito significativo em diversas populagdes, no
entanto, o uso popular, e mesmo o tradicional,
nao sao suficientes para validar eticamente as
plantas medicinais como medicamentos eficazes e
seguros. Faz-se necessario a realizagao de estudos
toxicologicos para a avaliagao de parametros de
seguranga, 0s quais nao sao observados pela
utilizagado popular dessas plantas.

A populagao consome grande quantidade
do cha das folhas de Morus nigra na regiao do Vale
do Sao Francisco, chegando a substituir a ingestao
diaria de agua pela ingestdo do cha. A fitoterapia
recomenda um consumo de 3 a 4 doses didrias de
um cha, para que o tratamento possa ser efetivo
e sem efeitos toxicos (Brasil, 2011). Assim, nosso
objetivo foi avaliar se a ingestdo diaria do cha,
em substituicdo a agua, poderia provocar efeitos
toxicos ou mesmo a morte dos animais. No ensaio
toxicoldgico pré-clinico subcrénico para avaliagéo
do efeito toxico do cha das folhas de Morus nigra
L. (CF-Mn), n&o foi observado morte nem sinais de
toxicidade em nenhum dos grupos que receberam o
cha diariamente durante os 30 dias do experimento.
Como nao houve mortes, podemos considerar o
CF-Mn de baixa toxicidade.

Os animais tratados ndo mostraram
qualquer alteracao significante em relagao
ao peso corporal (Tabela 1). Geralmente, as
alteragbes no peso corporal de animais tratados
com substancias refletem seus efeitos toxicos, e
tém sido utilizadas como indicadores de efeitos
adversos de medicamentos e produtos quimicos,
especialmente se tal perda for maior do que 10%
do peso inicial (Subramanion, 2011). Foi observada
diferenca estatistica em relagdo ao consumo de
liquido nos primeiros 15 dias, pois houve uma
diminuicdo do consumo no grupo experimental em
relagdo ao controle. O consumo ficou normal nos
ultimos 15 dias, com média de 754,00 + 37,17 mL
para o grupo controle, e de 684,30 £ 29,47 mL para
0 grupo experimental (Tabela 2), mas nenhuma
diferenca foi observada em relagéo ao consumo de
alimentos (Tabela 3).

A analise da ingestao de alimentos e agua
em uma experimentag¢do animal é importante para
investigar a seguranga das substancias estudadas
com intuito terapéutico (Mukinda; Eagles, 2010).
Como néao houve diferenga no ganho de peso nem
no consumo de alimentos, podemos considerar o
cha de baixa toxicidade.

Todos os resultados apresentados nas
tabelas representam as médias dos valores obtidos
nos primeiros e nos ultimos 15 dias, bem como a
média dos valores apos o periodo de 30 dias.

Um dos principais usos populares do cha
da planta na nossa regido é para o tratamento
do diabetes mellitus, o que tem sido uma pratica
constante por parte da populagdo. Existe uma

TABELA 1. Média do ganho de peso de ratos
tratados com o cha das folhas de Morus nigra
durante 30 dias (n= 10).

Tempo(dias) Peso (g)
Controle Experimental
1-15 303,10 £ 1,96 302,50 £ 1,81
16-30 322,10 + 1,68 325,7 +1,77
30 312,60 £ 2,17 314,10 £ 2,49

TABELA 2. Média do consumo de liquido de ratos
tratados com o cha das folhas de Morus nigra
durante 30 dias (n= 10).

Tempo(dias)

Consumo de liquido (mL)

Controle Experimental
1-15 712,00 + 17,39 546,00 + 25,17***
16-30 754,00 + 37,17 684,30 + 29,47
30 733,00 £ 20,54 615,20 +22,97***

***p < 0,0001. Teste t de Student a 5 % de probabilidade.
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TABELA 3. Média do consumo de alimento de
ratos tratados com o cha das folhas de Morus nigra
durante 30 dias (n= 10).

Tempo(dias) Consumo de alimento (g)

Controle Experimental

1-15 265,40 + 4,82 254,50 + 6,02
16-30 234,30 £ 7,21 227,90 + 7,84
30 249,90 + 5,15 241,20 £ 5,45

grande preocupac¢ao quanto ao uso seguro das
plantas medicinais, principalmente em relagcao
aquelas usadas para o tratamento de doencas
cronicas, como o diabetes, pois muitos pacientes
abandonam o tratamento convencional a base de
insulina e farmacos hipoglicemiantes orais para
utilizar exclusivamente o cha. Faz-se necessario
nédo so estudos farmacolodgicos para avaliagdo do
potencial terapéutico das plantas como também a
realizacdo de estudos toxicolégicos pré-clinicos e
clinicos. Assim, decidimos investigar ao longo do
experimento os efeitos do cha sobre a glicemia em
ratos normoglicémicos. Os valores da glicemia foram
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obtidos a cada 7 dias através de fitas reagentes a
partir de amostras de sangue coletadas da cauda
do animal. Conforme mostrado na Tabela 4, n&o
houve diferenca estatistica dos valores de glicemia
obtidos dos animais experimentais em relagdo ao
grupo controle, demonstrando que a planta néo
produziu o efeito hipoglicemiante esperado. Estudos
mostram que os extratos de espécies do género
Morus sao efetivos agentes hipoglicemiantes.
E possivel sugerir que o efeito farmacoldgico
esperado pode ser atribuido a uma situagao crénica
e a sintomas hiperglicémicos. Estudos posteriores
serao realizados através da inducdo de diabetes
experimental com aloxana ou estreptozotocina para
avaliagéo da atividade hipoglicemiante.

De maneira geral, ndo foi observada
variacao significativa nos pardmetros hematologicos
dos grupos tratados com CF-Mn em relagdo ao
controle (Tabela 5). Entretanto, um aumento
no nimero de mondcitos e uma diminuigdo do
numero de plaquetas foram observados no grupo
experimental quando comparado com o controle.
Essas alteragdes seréo investigadas de maneira
mais detalhada.

TABELA 4. Valores de glicemia obtidos apds a administragcdo do cha de Morus nigra durante 28 dias (n= 10).

Grupos Valores de glicemia

Basal Apés 7 dias Apés 14 dias Apods 28 dias
Controle 86,56 + 2,35 78,25+ 1,75 78,00 £ 3,42 66,67 + 2,36
Experimental 83,30 £ 2,74 80,25 + 1,33 80,71 £ 2,91 71,30 £ 2,40

TABELA 5. Parametros hematoldgicos obtidos do sangue total de ratos tratados com o cha das folhas de Morus

nigra durante 30 dias (toxicidade subcrénica).

Parametros Tratamento

Controle Experimental
Hemacias (108/mm?) 9,28 + 0,32 9,02 +£0,19
Hemoglobina (g/dL) 16,37 + 0,68 15,71 £ 0,33
Hematocrito (%) 51,83 + 1,98 49,92 + 1,18
VCM () 55,82 £ 0,65 54,79 + 0,71
HCM (nug) 17,60 £ 0,24 17,45+0,18
CHCM (%) 31,54 +£0,13 31,59+0,13
Leucdcitos (103/mms3) 3,40 + 0,34 4,27 + 0,30
Neutrdfilos bastonetes (%) 0,40 + 0,22 0,170+ 0,10
Neutréfilos segmentados (%) 27,80 £ 2,22 26,40 £ 1,25
Eosindfilos (%) 0,50 + 0,27 0,60 % 0,22
Linfocitos tipicos (%) 69,30 £ 2,04 68,80 + 1,38
Mondcitos (%) 2,20+0,25 4,10 £ 0,50**
Plaquetas (103/mm?) 7419 £ 36,45 729,5 + 18,46**

Os valores estdo expressos como média + e.p.m, n = 10 animais. Teste t de Student a 5 % de probabilidade. ** p < 0,05.
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TABELA 6. Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos tratados com o cha das folhas de Morus nigra

durante 30 dias (toxicidade subcrdnica).

Parametros Tratamento

Controle Experimental
Glicose (mg/dL) 66,67 + 2,36 71,30 £ 2,40
Colesterol (mg/dL) 48,50 + 3,16 46,50 + 3,73
Triglicerideos (mg/dL) 57,50 + 6,28 65,33 + 3,93
AST/TGO (U/L) 167,40 + 6,64 158,90 + 6,63
ALT/TGP (U/L) 62,10 + 2,76 63,90 + 4,35
Uréia (mg/dL) 59,50 + 2,81 59,80 + 2,39
Acido trico (mg/dL) 4,20 £ 0,41 4,23 +0,45
Creatinina (mg/dL) 1,03 £ 0,03 1,06 £ 0,03
Albumina (g/dL) 4,06 £ 0,09 4,08 +£ 0,08

Amilase (U/L)

587,80 + 20,86

590,90 + 14,80

Os valores estao expressos como média + e.p.m., n = 10 animais. Teste t de Student a 5 % de probabilidade.

Os resultados bioquimicos também néao
deram significancia estatistica em relagdo ao grupo
controle (Tabela 6).

Apenas um estudo (Hemmati et al., 2008)
havia sido citado na literatura com o objetivo de
investigar os efeitos do extrato aquoso das folhas de
Morus nigra sobre o figado e rim de camundongos
diabéticos. Nesse estudo, o diabetes foi induzido
com estreptozotocina e o extrato das folhas foi
administrado por via oral na dose de 1 mg/kg duas
vezes ao dia, durante 42 dias. O extrato causou
um aumento dos niveis séricos de creatinina, TGO
e TGP nos animais. Em estudo recente realizado
pelo nosso grupo (Almeida et al., 2011), avaliamos
o potencial hipoglicemiante e a toxicidade aguda
do extrato etandlico bruto das folhas de Morus
nigra, e pudemos observar que o extrato pode ser
considerado de baixa toxicidade, visto que nao
provocou morte nem a alteragdo de parametros
bioquimicos e hematolégicos nos animais apds a
administracdo de doses de 5 g/kg e 2 g/kg, por via
oral e intraperitoneal, respectivamente.

CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados
nesse estudo, podemos concluir que o cha das
folhas de Morus nigra pode ser considerado de baixa
toxicidade, pois a administragéo subcrénica durante
o periodo de 30 dias por via oral ndo produziu mortes
nem sinais de toxicidade nos animais. Além disso,
nao provocou alteragéo nos parametros bioquimicos
e hematoldgicos analisados. Os érgédos dos animais
(figado, rins, coracao e pulmdes) foram retirados e
serao encaminhados para analise histopatologica
para a verificagcdo de alteragdes microscopicas

nas células. A analise macroscoépica nao revelou
alteragdes nos 6rgdos. Com esses estudos de
toxicidade podemos ter a nogédo de parametros de
seguranga, o que nos possibilita avancgar para a
realizacao de estudos clinicos, a fim de comprovar
os beneficios terapéuticos da planta.
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