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ABSTRACT

In absence of studies that support a satisfactory toxicological control, it was objective of this research to evaluate the
behaviors alterations in mice from subchronic toxicity studies of the hydroalcoolic extract of Phyllanthus tenellus Roxb.
Daily expositions in mice of the extract of Phyllanthus tenellus had been fulfilled by intraperitoneous injection way in 60
days. Three groups from five mice previously marked, weighed and kept the cares of feeding, illumination had been used
and room. The groups had been divided in G1 (managed the extract 125mg/kg of the animal), G2 (managed the extract
250mg/kg of the animal) and G3 (group has controlled, being managed only solution physiological 0.9% of NaCl),
evaluating daily the mice regarding to toxicity signals. Behaviors alterations for the two established doses had been
observed, however the group that received the biggest dose suffered to greaters alterations being most important:
respiratory frequency reduction, prostration, edema of snout, piloerection, hydrocele and death, thus considering the
toxic plant for subchronic use depending on its used concentration. Descriptors: plants medicinal;
phyllanthus; toxicity; evaluation.

RESUMO

Tendo em vista a auséncia de estudos que suportem um controle toxicoldgico satisfatorio da espécie Phyllanthus tenellus
Roxb, este estudo teve como objetivo avaliar as alteragcbes comportamentais em camundongos, a partir de estudos da
toxicidade subcronica do extrato hidroalcodlico de Phyllanthus tenellus Roxb. Foram realizadas exposicoes diarias ao
extrato de Phyllanthus tenellus por via intraperitoneal, durante 60 dias, em trés grupos de cinco camundongos
previamente marcados, pesados e mantidos os cuidados de alimentacao, iluminacao e acomodacao. Os grupos foram
divididos em G1 (administrado o extrato a 125mg/kg do animal), G2 (administrado o extrato a 250mg/kg do animal) e G3
(grupo controle, administrado apenas solucao fisiologica 0,9% de NaCl), avaliando diariamente os camundongos com
relacao aos sinais de toxicidade. Foram observadas alteracbes comportamentais para as duas doses estabelecidas, no
entanto, o grupo que recebeu a maior dose sofreu maiores alteracées sendo as mais importantes: diminuicao da
freqliéncia respiratoria, prostracao, piloerecdo, edema de focinho, hidrocele e dbito, considerando assim a planta toxica
para uso subcrénico dependendo da sua concentracao utilizada. Descritores: plantas medicinais; phyllanthus; toxicidade;
avaliacao.

RESUMEN

Debido la ausencia de los estudios que apoyan un control toxicoldgico satisfactorio, el objetivo de este estudio fue evaluar
las alteraciones de los comportamientos en ratones a partir de estudios de la toxicidad subcronica del extracto
hydroalcoolic del Phyllanthus Tenellus Roxb. Fueron realizadas exposiciones diarias al extracto del tenellus del P. por via
intraperitoneal, durante 60 dias, en tres grupos de cinco ratones previamente marcados, pesados y mantenidos los
cuidados de la alimentacion, iluminacion y adaptacion. Los grupos fueran dividido en G1 (administrado el extracto
125mg/kg del animal), G2 (administrado el extracto 250mg/kg del animal) y G3 (el grupo control, administrado so6lo
solucion fisiologica 0.9% de NaCl); evaluando diariamente los ratones con relacidon a las sefales de toxicidad. Fueron
observadas alteraciones de los comportamientos para las dos dosis establecidas, en tanto el grupo que recibié la dosis mas
grande sufri6 mayores alteraciones siendo las mas importantes: disminucion de la frecuencia respiratoria, postracion,
edema del hocico, piloereccion, hidrocele y muerte. Asi considera la planta toxica para el uso subcrénica dependiendo de
su concentracion utilizada. Descriptores: plantas medicinales; phyllanthus; toxicidad; evaluacion.
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INTRODUCAO

O género Phyllanthus (Euphorbiaceae)
encontra-se distribuido em regides tropicais e
subtropicais do mundo e tem sido utilizado na
medicina popular para tratar problemas
renais,  distirbios urinarios, infeccoes
intestinais, diabetes e Hepatite B." Entre as
espécies utilizadas pelo homem, destaca-se a
Phyllanthus  tenellus Roxb., conhecida
popularmente no Brasil como <<quebra-
pedra>>, <<arrebenta-pedra>> ou <<erva-
pombinha>>, devido ao seu uso medicinal
como auxiliar na eliminacdao de calculos
renais. E encontrada como invasora em areas
cultivadas, em terrenos baldios, canteiros de
jardins e as margens de calcadas da via
publica, que possuem em comum as
caracteristicas de serem encontradas em
locais Umidos.

Segundo a literatura, sao citadas as
atividades imunomodulatoria®, analgésica® e
anti- hepatite* e alguns grupos quimicos
comuns em outras espécies do género. Sob o
ponto de vista quimico, algumas classes de
compostos ja foram evidenciadas nas espécies
selecionadas, porém nenhuma associacao foi
feita com a sua toxicidade. Uma forma de
complementar estudos fitoquimicos é associa-
los a ensaios e, laboratorios de produtos
naturais tém inserido em suas rotinas ensaios
bioldgicos simples, no intuito de selecionar e
monitorar pesquisas com extratos de plantas
na procura de substancias bioativas.’

Com relacdo a composicao quimica de
Phyllanthus tenellus Roxb. foram encontrados
dois trabalhos, onde se dispunha de algumas
informacées. No primeiro®, foi evidenciada a
compartimentacao de compostos fendlicos por
meio da observacao por microscopia otica e
eletronica dos vacuolos, no qual os compostos
se acumulavam apds a impregnacao com
sulfato de cobre. No segundo’, foi evidenciada
a presenca de muitas substancias comuns no
género: nirantina, nirtretalina, hiniquinina e
geranina, pertencentes ao grupo dos
alcaldides. As caracteristicas macroscopicas
de Phyllanthus tenellus sao determinantes
para distinguir de outras espécies de
Phyllanthus apesar de serem muito distintas
quanto as caracteristicas anatomicas para
alguns orgaos vegetativos, muitos usuarios
tendem a confundir as espécies.

Quanto aos dados toxicologicos, a espécie
estudada nao possui publicacoes até o
momento, tornando-se  fundamental a
realizacao do estudo toxicologico.

Diante do exposto, este estudo tem como
objetivo avaliar as alteracées comportamentais
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em camundongos, a partir de estudos da
toxicidade subcronica do extrato hidroalcoodlico
de Phyllanthus tenellus Roxb.
Descricdo botanica do
tenellus Roxb.

Phyllanthus

Phyllanthus tenellus € uma planta
herbacea, glabra, com até 60 cm de altura,
caules simples ou ramificados, os principais
delgados e sem folhas, com ramos ou ramulos
laterais filiformes, estes portando folhas.
Folhas alternas disticas, simples,
membranaceas, glabras, elipticas a eliptico-
obovaladas, de apice obtuso e base obtusa a
aguda, margem lisa; laminas discolores, face
adaxial de cor verde e face abaxial verde-
palida. Nervuras visiveis, nao proeminentes,
com excecao da nervura principal na face
abaxial. Venacéo broquidodroma.®

Flores unissexuais, as femininas
desenvolvendo-se primeiro, com pedicelos
muito mais longos do que os das flores
masculinas; flores femininas com até 0,3 cm
de diametro, com cinco tépalas obovaladas,
de margem escarioso-esbranquicada e disco
inteiro; ovario tricarpelar, trilocular, cada
léculo bispérmico; trés estiletes, cada um
bifido na porcao apical; pedicelo com 0,1 cm
a 0,8 cm de comprimento. Flores masculinas
com cinco tépalas suborbiculares, de margem
escariosa e disco pentalobado, cada lobo
reniforme; cinco estames com filetes livres
entre si; pedicelos com 0,05 cm a 0,15 cm de
comprimento.®

Frutos esquizocarpicos, do tipo tricoca,
depresso-globosos, com 0,1 cm a 0,2 cm de
diametro, expostos para a regiao adaxial dos
ramos, separando-se em carpidios (cocas);
exocarpo verde-oliva, membranaceo e
endocarpo verrucoso; duas sementes por
loéculo, triangulares, com as duas faces
ventrais retas e a face dorsal arredondada,
Verrucosa, verrugas proeminentes, com apice
arredondado, com ou sem papilas; pedicelos
cilindricos, com até 0,9 cm de comprimento
na maturacao; calice persistente,
membranaceo, desenvolvido, atingindo
metade da altura do fruto.®

METODO

¢ Coleta do Phyllanthus tennelus Roxb.

Trata-se de wuma planta de facil
disseminacdo, encontrada em abundancia na
natureza, em solos com muita umidade, em
bases de muros de jardins e em via publica. A
espécie foi coletada no bairro da Cidade
Universitaria da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE — Recife (PE), Brasil, por
uma das autoras desse estudo, e logo apos, foi
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levada para ser identificada pelo Dr. Ulysses
Paulino de Albuquerque e o Prof. Marcos José
da Silva, ambos da Universidade Federal Rural
de Pernambuco — UFRPE — Recife (PE), Brasil.

As amostras coletadas apresentavam um
aspecto sadio, com folhas e caules verde-
claros, nao apresentavam qualquer sinal de
fungos ou qualquer dano a planta que
pudessem alterar o0s resultados dessa
pesquisa.

e Processamento das plantas e obtencao
de extratos brutos

As partes aéreas da planta (folhas, caules e
frutos) foram secas a temperatura ambiente e
trituradas em processador industrial. Em
seguida, foram submetidas a extracao com
etanol 96°GL até esgotamento. A cada periodo
de sete dias o material era filtrado e submetido
a nova extracdo em um total de quatro
extracoes. Os filtrados foram concentrados em
rota-evaporador e armazenados em frasco
ambar em dessecador.

¢ Selecdo dos animais

Foram utilizados nove grupos com cerca de
seis camundongos albinos swiss  (Mus
musculus) machos com 60 dias, com pesos
entre 25 a 35g. Os animais foram adquiridos

Tabela1: Relacdao peso
camundongos. Recife, 2007.
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no biotério do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE — Recife (PE), Brasil.

e Toxicidade subcroénica

A toxicidade subcronica advém a partir da
determinacao da DLsy de estudos anteriores,
onde foram estabelecidas varias doses obtidas
de resultados entre a dose minima de
tolerancia e a dose maxima.

Os principais objetivos dos testes de
toxicidade subcronica sao os de estabelecer os
niveis nos quais nao se observa os efeitos
toxicos, identificar e caracterizar os Orgaos
afetados e a severidade apoOs exposicoes
repetitivas, examinando também os efeitos
apos o periodo de tratamento e determinar se
o efeito foi devido a um acumulo da
substancia ou nao.’

Foram realizadas exposicoes repetidas dos
camundongos ao extrato de P. tenellus por via
intraperitoneal. Utilizaram-se trés grupos de
cinco camundongos albinos swiss (Mus
musculus) machos com 60 dias de nascidos e
com peso entre 25 a 35g (Tabela 1).

inicial x peso final dos

PESO
FINAL MEDIA DP

PESO
INICIAL
GRUPO 1 40
GRUPO 2 34,74

CONTROLE 28,25

41,95 39,83 2,85
46,33 39,92 8,15
45,13 37,8 +7,65

Os camundongos foram previamente
marcados, pesados e sendo mantidos em
gaiolas de polipropileno, em condicoes
controladas de iluminacao (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e temperatura de 22°C + 2°C,
permaneceu sem alimento por um periodo de
12 horas antes da administracao do extrato e
recebeu agua ad libidum. O extrato bruto foi
solubilizado em solucédo fisiologica 0,9% de
NaCl (p/v) e tween 80 0,2% (v/v).

Os grupos foram divididos em G1 (o qual foi
administrado o extrato a 125mg/kg do
animal), G2 (administrado o extrato a
250mg/kg do animal) e G3 (grupo controle,
sendo administrado apenas solucao fisiologica
0,9% de NaCl).

O teste foi realizado num periodo de 60
dias sendo o0s camundongos avaliados
diariamente com relacdao aos sinais de
toxicidade (tendo como parametros mais
comuns modificacées no consumo da racao,
peso, modificacoes da cor e textura dos pélos,

alteracoes respiratorias e circulatdrias,
anormalidades motoras e de comportamento e
aumentos macroscopicos de massa de
tecidos). As reacbes comportamentais
também foram verificadas durante todo o
periodo de tratamento.

Nesse tipo de ensaio esteve um grupo
controle negativo que recebeu a mesma
avaliacao do grupo teste com a mesma
freqliéncia.
¢ Bioética
Esta pesquisa teve seu projeto aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animais
da Universidade Federal de Pernambuco —
CEEA/UFPE — Recife (PE), Brasil, processo N°.
009440/2006-48, estando em conformidade
com as Normas Eticas elaboradas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA)
e pela legislacao em vigor (Lei de Crimes
Ambientais N°. 9605 — de 12/02/1998 — Art.
32; Regulamentacao da Lei de Crimes
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Ambientais — Decreto 3.179 de 21/09/1999 —
Art. 17), visando a responsabilidade de
proteger e promover o bem-estar dos animais
usados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas alteracoes
comportamentais diariamente nos
camundongos, principalmente durante e apds a
administracao do extrato, sendo resumidas
semanalmente junto a analise do peso. No
primeiro dia de observacao nao se encontrou
nenhuma alteracao relevante. A partir da
primeira semana os animais submetidos ao teste
de toxicidade se encontravam em estado geral
regular, sem alteracdes expressivas de peso.
Verificou-se excrecao fecal de aspecto pastoso e
discreta distensao abdominal.

Durante a segunda semana o grupo que
recebeu a maior dose do extrato (G2 -
250mg/kg do animal) apresentou sinais de
agressividade, piloerecao, distensao abdominal,
prostracdio e diminuicdo da freqliéncia
respiratdria em trés animais do referente grupo,
ocorreu nesta mesma semana o 6bito de um
destes animais. O grupo que recebeu a menor
dose do extrato (G1 — 125mg/kg do animal) nao
foi observada nenhuma alteracao relevante, no
entanto houve um o6bito neste grupo. Ja o grupo
controle (G3) nao apresentou alteracées no
padrao comportamental nem de peso durante a
semana.

Na terceira semana foi visto que os animais
do G1 e G2 se encontraram com discreta
palidez, distensao abdominal, excrecao fecal
pastosa e deambulacao alterada. Apds
administracao do extrato, o0s animais
apresentaram freqliéncia respiratoria
diminuida (dispnéia). Tornaram-se nitida a
palidez acentuada, piloerecao e perda de peso
em dois deles no grupo com maior dose.

Durante a quarta semana ocorreu o Obito
de um animal do G2, além das consideracoes
anteriores, fezes de coloracao amarelada e
perda de peso acentuada. Nos demais grupos
observaram-se uma perda moderada de peso.
Enquanto que na quinta semana foi observada
no G1 e G3 uma recuperacao de peso
aproximado do peso inicial dos animais. As
consideracdbes  anteriores do  Gf se
mantiveram. Ja no G2 foi observado um
aumento de peso acentuado, além disso,
aumento da agressividade e da libido,
presenca de edema de focinho, erecao de
cauda, piloerecao, distensao abdominal,
palidez, aumento dos episodios de urina (com
pouco volume) e hidrocele.
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A sexta semana marcou o G1 com um
aumento de peso, palidez, alteracao de marcha,
distensao abdominal e discreta piloerecao, no
entanto, as fezes e a urina permaneciam com
aspectos normais. Enquanto que no G2 foi
observado maior aumento de  peso,
apresentando edema de focinho e hidrocele
acentuada, distensdao abdominal, palidez,
piloerecao, abdome distendido, erecao caudal,
agressividade e discreta exoftalmia, a diurese
manteve-se em pequeno volume. O G3
permaneceu sem alteracoes.

Durante a penultima semana (sétima)
houve um aumento das reacdées do G1, se
equiparando, praticamente, com as alteracoes
do G2. Foi observado hidrocele, discreto
edema de focinho e exoftalmia, alteracao da
libido, palidez, alteracado de marcha,
distensao abdominal, piloerecao, diminuicao
abrupta da diurese e fezes pastosas. O G2 foi
observado hidrocele e edema de focinho
acentuado, distensao abdominal severa,
palidez, piloerecao, queda de pélo, abdome
distendido, erecao caudal, alteracao de
marcha, agressividade intensa (alguns animais
possuiam grandes ferimentos), exoftalmia
mais aparente, alteracao da libido, fezes
pastosas de coloracao esverdeada, a
respiracao superficial dos animais (dispnéia),
a diurese manteve-se em pequeno volume de
aspecto mais concentrado. Além disso, os
referidos grupos estavam mais estaticos,
enquanto que o G3 permanecia mais ativo que
os demais grupos.

Durante a ultima semana (oitava), os G1 e
G2 mantiveram as mesmas alteracdes, no
entanto nao foram observados episodios de
diurese durante a pesagem dos animais, o que
era bastante comum e continuou ocorrendo
com o G3.

Por meio de pesquisa com a literatura se
observaram que foram realizados estudos
experimentais anteriores com outras espécies
de Phyllanthus. Entretanto, nao
especificamente com toxicidade subcronica,
contudo como foram realizadas administracoes
continuas e duradouras pode-se obter que a
toxicidade e a atividade antimalarica do extrato
de P. niruri foram investigadas em um estudo
realizado por Mesia et al.'® Ap6s a administracao
oral de 200 mg/Kg do extrato do Phyllanthus
houve supressao da parasitemia na ordem de
73%. Nao foi observado efeito tdxico ou
mortalidade nos ratos tratados e nao foram
observadas lesdes nos exames histopatologicos
dos animais no coracao, pulmao, baco, rins,
figado, intestino e cérebro.

O efeito do extrato aquoso de P. niruri
sobre o virus da Hepatite B foi observado em
um estudo realizado por Venkateswara,
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Millman e Blumberg." O extrato inibe a DNA
polimerase viral e liga o antigeno ao virus no
teste realizado para atividade antiviral. O
estudo também demonstrou nao haver
toxicidade do extrato sobre os animais
testados.

Estudos realizados por Yeh et al'* com P.
amarus sugeriram que ele podia ser uma
alternativa no tratamento da infeccao pelo
virus da hepatite B; em outro estudo Srividya
e Periwal® avaliaram em humanos atividades
diurética, hipotensora e hipoglicemiante de P.
amarus; efeitos antimutagénico e
anticarcinogénico do extrato aquoso de P.
amarus foi estudado em ramsters'*; atividade
anticarcinogénica e antitumoral de P. amarus
demonstrada contra o desenvolvimento de
sarcoma induzido por 20-metilcolantreno em
camundongos'®; atividade antimutagénica in
vivo e in vitro do extrato metanodlico de P.
amarus foi verificada por Raphael, Sabu e
Kuttan' utilizando-se cepas de Salmonella
typhimurium; o poder hipoglicemiante do
extrato metanédlico de P. amarus também foi
demonstrado nesse estudo.

A acdo do extrato metanodlico de P. amarus
sobre o sistema gastrico foi observada em outro
estudo por Raphael e Kuttan”, mas nao
demonstraram em suas observacdes e
conclusoes os efeitos toxicos e/ou nocivos
provaveis pelo uso do extrato da espécie. Alguns
estudos evidenciaram ébitos dos animais
utilizados. No entanto, nao se atribuiu o fator
do 6bito com o uso do extrato.

Figura 1. Camundongo ferido, ap6s acao agressiva.
Apresenta distensao abdominal. Fonte: Arquivo
pessoal.

Figura 2. Camundongo apresentando erecao de
cauda. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 3. Camundongo apresentando palidez,
edema de focinho e discreta exoftalmia. Fonte:
Arauivo pessoal.

Figura 4. Camundongo apresentando piloerecao.
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5. Camundongo apresentando hidrocele.
Fonte: Arquivo pessoal.

CONCLUSOES

Levando-se em consideracao as alteracoes
comportamentais dos camundongos analisados
no teste de toxicidade subcronica e
comparando os resultados com o teste de
toxicidade aguda de estudos anteriores,
observou-se que o extrato pode nao possuir
um efeito toxico/letal de forma aguda como
citado na literatura, no entanto, utilizando-se
o extrato de forma subcronica, este tende a
ter efeitos muito toxicos ou até letais,
dependendo da concentracao utilizada.

No teste de toxicidade subcronica
observaram-se alteracdes comportamentais
para as duas doses estabelecidas, entretanto o
grupo que recebeu a maior dose sofreu
maiores alteracdes sendo as mais importantes:
diminuicao da freqiiéncia respiratoria,
prostracao, piloerecao, edema de focinho,
hidrocele e obito.
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