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1INTRODUCAO GERAL

Doencgas obstrutivas do trato urindrio, denominadas urolitiase, envolvem a presenca de
calculos no sistema urinario. Os cdlculos constituem depdsitos de substancias cristalinas
(oxalato de célcio, fosfato de cdlcio, dcido drico, etc) excretados na urina. Eles podem ser
encontrados em qualquer lugar, desde o rim até a uretra distal, e variar de tamanho desde
minudsculos depdsitos granulares, chamados de areia, até célculos vesicais do tamanho de uma
laranja.

Os objetivos do tratamento da urolitiase sdo basicamente a erradicacdo do cdlculo,
determinac¢do do seu tipo de composicdo, evitar a destruicao do néfron, controlar a infeccdo e
eliminar qualquer obstrucdo que possa estar presente. A infec¢do e a pressdo retrograda
exercida pela urina obstruida podem chegar a destruir o parénquima renal.

O objetivo do tratamento da coélica renal e ureteral, caso nao haja obstrucio, € aliviar a
dor até que seja eliminada a sua causa; analgésicos e espasmoliticos sdo administrados para
prevenir o choque e a sincope resultante da dor intensa. A ndo ser que o paciente esteja
apresentando émese, deve-se estimula-lo a ingerir liquido, pois essa conduta tende a aumentar
a pressao hidrostatica. Uma ingestdo alta de liquidos, dia e noite, reduz a concentragdo de
cristaléides urindrios e assegura um alto débito urindrio.

O tratamento por meio de dieta é bastante eficaz quando os cdlculos t€ém como causa
anormalidades metabdlicas que resultam em maior excrecao de componentes de cédlculos ou
propriedades fisico-quimicas da urina alteradas. Para esses pacientes, a dieta selecionada deve
ser com baixo teor dessas substincias e medidas devem ser tomadas para que o pH da urina
seja corrigido.

A intervencao cirtrgica estd indicada se o cdlculo estiver causando uma obstrugdo, dor
constante, infeccdo que ndo responde ao tratamento ou lesdo renal progressiva, mas deve-se
sempre estar alerta para o fato de que estas intervencdes t€m um baixo indice de sucesso, € se
ndo aliadas a outras medidas hd uma grande possibilidade de recidivas.

Hoje, tanto na medicina humana quanto na veterindria, hd uma caréncia de
medicamentos, alopdticos, homeopdticos ou fitoterdpicos que sejam completamente eficazes
no auxilio a eliminagdo destes célculos, fazendo com que a abordagem de rotina seja a
intervengdo cirdrgica que, além dos riscos intrinsecos ao procedimento, pode causar a perda
do valor reprodutivo dos animais machos.

Atualmente o estudo de principios ativos de plantas vem se destacando em vdarios

aspectos, utilizando-se do conhecimento empirico na busca de novos principios ativos
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biologicamente, pesquisadores de todo o mundo tentam isolar moléculas que representem
alternativas vidveis e seguras para instituicdo de protocolos terapéuticos, mais eficazes e
seguros, a0 mesmo tempo em que sejam menos onerosos para a inddstria farmacéutica.

Mesmo em se tratando de produtos naturais, sempre ha um risco de um extrato
apresentar diferentes graus de toxicidade. Por isso antes de se testar um novo medicamento
fitoterdpico se faz necessdrio a instauracdo de testes toxicoldgicos pré-clinicos, com o intuito
de se determinar a toxicidade de um extrato e se necessario a determina¢do de uma dose
terapéutica que pode ser considerada segura para estabelecimento de um protocolo terapéutico
que seja eficaz ndo pondo em risco a vida do paciente.

Os principais testes toxicoldgicos do quais se langcam mao para se iniciar uma pesquisa
com um novo medicamento s3o a determinacdo do seu grau de toxicidade aguda (24 horas) e
cronica (de 15 a 30 dias), nos quais diferentes doses do extrato sdo administrada em cobaias,
geralmente roedores, e conforme a dose e os sinais de toxicidade observados, se classifica a
substancia em vdrios niveis de toxicidade que podem variar de ndo téxico (> 5000 mg/kg) a
extremamente toxico (< 5 mg/kg).

O presente trabalho vem nesse sentido indicar um tratamento alternativo e eficaz para
pacientes  acometidos  por  urolitiases, através da  utilizacgdo da  planta
Dianthuscaryophyllus,proporcionando a eliminacdo dos cdlculos, a recuperacdo da
integridade do sistema urindrio e auséncia de danos ao sistema reprodutivo. E imprescindivel
que se estude as propriedades terapéuticas desta planta, assim como o nivel de seguranca com
o qual pode ser administrada, possibilitando que no futuro venha a ser reconhecida como um

fitoterdpico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Fitoterapia

Este método terapéutico utiliza plantas e derivados. A fitoterapia € bastante difundida
em todo mundo. Atualmente, utiliza-se mais de 4000 plantas no tratamento de enfermidades
(TREVISAN et al. 2009).

Dos métodos utilizados em terapia na Medicina Natural, a fitoterapia €, sem duivida,
um dos mais antigos. Dele ja lancava mdo o homem pré-histérico, que aprendeu como os
animais a distinguir as plantas comestiveis daquelas que podiam ajudd-lo a sanar suas
moléstias (YWATAet al. 2005).

O Brasil € um dos quatro paises que apresenta maior biodiversidade em todo o mundo,
sendo o primeiro em nudmero total de espécies. Nos trés milhdes e quinhentos mil quilometros
quadrados de florestas, existe a mais diversificada reserva de plantas do planeta (MARQUES,
2003; MENDONCA, 1997).

A cura através das plantas e seus produtos como medicina popular tem resistido as
inovagdes que vem ocorrendo com o passar dos tempos, as ervas t€m conseguido sustentar
sua importincia e a confianca das populacdes atuais. E importante ressaltar que, mesmo
diante dos progressos tecnoldgicos atuais, existem locais em que a fitoterapia representa o
unico recurso de tratamento (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

No Brasil, as praticas naturais de utilizacdo de ervas estdo presentes em todo o
territério, independente das diferencas das regides. As ervas tém sido muito utilizadas nos
dias atuais por questdes culturais e econdmicas, por ser de baixo custo quando comparados
aos remédios alopaticos (SILVA et al. 2007).

O reconhecimento da fitoterapia como forma de tratamento medicinal estd declarada
no Diario Oficial da Unido na Edicdo Numero 84 de 04/05/2006 emitida pelo Ministério da
Saude através da PORTARIA N° 971, DE 3 DE MAIO DE 2006:

A fitoterapia € uma "terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda que de
origem vegetal". O uso de plantas medicinais na arte de curar € uma forma de tratamento de
origens muito antigas, relacionada aos primérdios da medicina e fundamentada no acimulo de
informacdes por sucessivas geragcdes. Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal
constituiram as bases para tratamento de diferentes doencas.

Desde a Declaracdo de Alma-Ata, a OMS (1978) tem expressado a posi¢cdo a respeito

da necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais no ambito sanitdrio, tendo em
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conta que 80% da populacdo mundial utiliza essas plantas, ou preparacdes destas, no que se
refere a atencdo primdria de sadde. Paralelamente, destaca-se a participacdo dos paises em
desenvolvimento nesse processo, ja que possuem 67% das espécies vegetais do mundo.

As vantagens conseguidas no tratamento com plantas medicinais sdo inegdveis. A
excelente relacdo custo/beneficio (acdo bioldgica eficaz com baixa toxicidade e efeitos
colaterais) deve ser aproveitada uma vez que a natureza oferece gratuitamente a cura para as
doencas. O uso de plantas medicinais para tratamento de doengas passou também a ser
oficialmente reconhecido pela Organizacio Mundial da Saide desde 1978 (OZAKI;
DUARTE, 2006).

O conhecimento sobre o uso de plantas forma hoje a fitoterapia popular, uma pratica
alternativa optada por milhares de brasileiros que nio tem acesso as praticas médicas oficiais,
devido aos altos custos, principalmente no que diz respeito as consultas médicas e aquisi¢ao

de medicamentos (ALBUQUERQUE, 1989).

2.2Urolitiase

Define-se urolitiase como a formacdo de cdlculos em consequéncia da precipitacdo de
minerais ou substancias organicas no trato urindrio. Quando h4 obstru¢do da passagem de
urina, a alteracdo denomina-se urolitiase obstrutiva, ocorrendo acimulo de urina na vesicula
urindria e acarretando processo inflamatério, hidronefrose e uremia pés-renal. A nutricdo e o
manejo sdo os principais fatores predisponentes para o aparecimento da urolitiase
(RADOSTITS, 2002; REBHUN, 2000; RIET-CORREA, 2008). A doenca é comum entre os
ruminantes criados em sistema de manejo em que a ragdo é composta principalmente de graos
(RADOSTITS, 2002) ou quando os animais consomem pastos que contém grande quantidade
de silica ou oxalatos (REBHUN, 2000).

O balanco cétion-anion da dieta é importante em vdarios aspectos do metabolismo,
refletindo-se sobre o funcionamento neuromuscular, osteoarticular, fungdo respiratdria,
funcdo renal e cardiovascular (DIBARTOLA, 1992; KANEKOet al. 1997). A urolitiase, em
algumas circunstincias, leva a alteracdes nas necessidades de macro-elementos dietéticos,
induzindo a animal a buscar uma dieta para compensar as alteragdes metabdlicas (HANDet al.
2000).

A urina é uma soluc¢do complexa e um meio eficiente para a eliminacdo de produtos de
excrecdo do organismo. E a principal rota pela qual se eliminam produtos do metabolismo

protéico (uréia, amonia e creatinina), minerais e d4gua. O pH urindrio varia como consequéncia
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da manutencdo homeostética do equilibrio dcido-basico (DIBARTOLA, 1992). Em funcdo
disso, as caracteristicas da dieta irdo determinar em grande parte o pH urindrio de caes e
gatos. A determinacdo e modulacdo dietética do pH urindrio, por sua vez, tornam-se
importantes devido a seu estreito relacionamento com as urolitiase (DAVIES, 1999;
OSBORNE et al. 2000; YAMKAet al. 2006).

Com a gradativa profissionalizacdo da ovinocultura, que deixou de ser apenas uma
atividade de subsisténcia e comegou a ganhar espaco como uma exploragdo rentdvel, vdrias
mudancas ocorreram nos sistemas de producdo. A principal delas foi a intensificagdo em
busca da méixima produ¢do e rdpido retorno do capital investido. Isto, aliado a
comercializacdo de animais de elite em exposicOes agropecudrias, acarretou profundas
alteracdoes no manejo dos ovinos, aumentando a incidéncia de doencas metabdlicas. Dentre
estas enfermidades estd a urolitiase obstrutiva, que apesar de ser influenciada por diversos
fatores, possui uma marcante relacio com o manejo nutricional e tem especial importancia
nos sistemas de criacdo intensiva (GHELLER, 2008).

A urolitiase obstrutiva é uma enfermidade comumente encontrada em ovinos e
caprinos confinados ou de “estima¢do”. Define-se o processo como a inabilidade do animal
em urinar normalmente devido a obstru¢c@o do fluxo urinério por um ou mais cédlculos (figura
2). A formacdo de um cdlculo urindrio resulta da interacdo de numerosos fatores fisioldgicos,
nutricionais e relacionados ao manejo (BELKNAP; PUGH, 2002).

Segundo Aquino Neto et al. (2007), a intensificagdo na producdo de ovinos no Brasil
foi uma tendéncia nos ultimos anos, devido a profissionalizacao da atividade. Estas alteracOes
no manejo dos animais foram responsdveis pelo aumento dos quadros de urolitiase obstrutiva.
Diversos fatores nutricionais € de manejo t€ém sido implicados como predisponentes para o
surgimento da doenca.

Ainda ndo se compreendem bem os mecanismos envolvidos na formagdo de pedras.
Existem trés teorias principais: a hipétese matriarcal (que enfatiza a matriz protéica
inorganica como indicadora da formacdo urolitica); a hipétese do inibidor de cristalizagao
(que enfatiza a importancia dos inibidores de cristalizagdo organicos e inorganicos) € a
hipdtese da precipitagdo-cristalizacdo (que enfatiza a importancia da supersaturagdo salina).
Independente do mecanismo, ndo se produzem cdlculos a menos que: 1, ocorra concentracao
urindria suficientemente alta de constituintes formadores de célculos; 2, ocorra um
prolongamento do tempo de transito dos cristais dentro do trato urindrio € 3, no caso de

pedras selecionadas (estruvita, cistina e urato), que ocorra um pH favordvel para cristalizacdo.
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Esses critérios podem ser afetados por infeccdes no trato urindrio, dieta, absor¢do intestinal,
volume urindrio, frequéncia de mic¢do e genética (MERCK, 2007).

A absor¢do de foésforo em ruminantes € realizada por transporte passivo, em direta
relacdo ao consumo (BRAITHWAITE, 1985), ou seja, quanto maior a concentracio intestinal
maior a absorcdo e o transporte ativo pode ser determinado por uma maior demanda pelo
animal. A homeostase de fésforo em ruminantes é conseguida através da secre¢dao do fésforo
pela saliva (fésforo enddgeno) e excrecdo pelas fezes, de acordo com a demanda do animal
(SCOTT et al. 1985). A excrecdo de fosforo pela urina é muito pouca, ou seja, menos que 1%
(THOMPSON JUNIOR, 1978) e pode se elevar quando a ingestio deste excede a demanda do
animal e os valores plasmaticos ultrapassam o limiar renal (FIELD et al. 1984).

Diferentes tratamentos foram descritos para esta enfermidade em ruminantes. A
uretrostomia perineal, cistotomia pré-pubica, fistulizagdo da bexiga com celiotomia lateral e a
amputacdo do processo uretral. A maioria dos tratamentos tem por finalidade salvaguardar a
vida do animal até o momento do abate (MENESES et al. 2007).

O tratamento utilizado depende do estdgio da doenca, da natureza e extensdo dos
calculos presentes, do destino futuro do animal e, frequentemente, das questdes financeiras.
Quando a intervencao cirdrgica torna-se necessaria, a perspectiva de um prognéstico variando
de reservado a pobre deve ser avaliada caso haja interesse em manter o animal por longos

periodos (SMITH; SHERMAN, 1994).

2.3 Produtos naturais no tratamento da urolitiase

Diferentes recursos naturais vém sendo empregados para tratar cédlculos renais. Em
sistemas tradicionais de medicina, grande parte desses recursos é obtida de plantas e
comprovada ser util no tratamento da nefrolitiase. No entanto, a racionalidade do uso ndo esta
bem estabelecida, ou seja, estudos farmacoldgicos e clinicos encontram-se inconclusivos ou
ainda ndo foram realizados (PRASAD; SUJATHA; BHARATHI, 2007). Nesse contexto,
uma avaliacdo critica destas plantas assume grande importancia. Singh e Sachan (1989)
avaliaram em estudos farmacoldgicos e clinicos uma formulagdo composta por cinco ervas:
Desmostachyabipinnata, Saccharumofficinarum, Saccharumnunja, Saccharumspontaneum e
Imperatacylindrica. Estaformulacdo demonstrou eficdcia tanto profildtica, prevenindo a
formagdo, como terapéutica, dissolvendo célculos pré-formados em ratos albinos. A atividade

antilitiasica foi atribuida ao efeito diurético das ervas.
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As cascas de Crataevanurvala t€m sido extensivamente estudadas por pesquisadores
da India. Lupeol, um triterpeno isolado desta espécie, apresentou atividades profildticas e
curativas relacionadas a dose em ratos albinos (ANAND; PATNAIK; KULSHRESHTHA,
1994).

A atividade antilitidsica de compostos derivados de isoflavonas, isolados de
Eysenhardtiapolystachya, foi estudada em ratos, observando-se uma significativaredu¢do no
tamanho das pedras nos animais tratados com os compostos em questao (PEREZ et al., 2000).

Sannidi e colaboradores (1997) avaliaram a atividade de uma combinag¢do contendo
Bergenialigulata e Tribulusterrestris em 14 pacientes com cdlculo renal e 16 com calculo no
ureter. 28,57% dos pacientes com célculo renal e 75% com calculo no ureter eliminaram-nos
completamente, enquanto que nos demais pacientes houve expulsido parcial dos cdlculos e
alteracdo em seu formato e tamanho.

Costusspiralisé extensivamente utilizada na medicina tradicional brasileirapara
eliminagdo de pedras no rim. Seu extrato aquoso, quando administrado nas doses de 0,25 e
0,5 g/kg/dia durante quatro semanas, reduz significativamente o crescimento de calculos de
oxalato de cdlcio em bexiga de ratos (VIELet al., 1994). Pesquisas realizadas com raizes de
Rubia tinctorum permitiram verificar sua eficdcia na eliminacdo de cdlculos de oxalato,
fosfato, carbonato de célcio e dcido urico. Esta atividade foi atribuida a presenca de hidroxi-
antraquinonas, as quais estimulam o musculo liso da bexiga e permitem que os calculos sejam
expelidos (SCHNEIDER et al., 1979).

Bensatal e Ouahrani (2008) verificaram que a fragdo dcida de Tamarixgallica L
apresenta importante efeito inibitério na cristalizagdo do oxalato de célcio in vitro. Este
fenomeno parece estar relacionado as fung¢des dcidas de seus compostos, que podem
complexar-se com fons de célcio.

A avaliacdo do efeito profilatico de sementes de Trigonellafoenumgraecum L
formacdo de pedras nos rins de ratos permitiu a confirmac¢do do uso popular da planta quanto
as suas propriedades antilitidsicas. Sugere-se que o extrato seja capaz de manter as particulas
de oxalato de célcio dispersas na solugdo e assim permitir que sejam eliminadas facilmente do
rim. Além disso, seu mecanismo de acdo parece estar também relacionado ao aumento da
diurese e a atividade antioxidante do extrato devido a presenca de flavondides (LAROUBIet
al., 2007).

Além dos extratos, um produto frequentemente utilizado por pacientes litidsicos é o

Rowatinex®, uma mistura de Oleos essenciais contendo pineno (31%), canfeno (15%),
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borneol (10%), anetol (4%), fenchona (4%) e cineol (3%). Verificou-se em estudos
preliminares que parece existir certo efeito benéfico do Rowatinex®, por aumentar a excre¢ao
de glucuronideos, os quais poderiam reduzir a cristalizacdo do oxalato de célcio e exercer
algum beneficio em acelerar a passagem do cdlculo na crise de cdlica aguda (WILL et al.,
1981).

Embora intensa pesquisa esteja sendo realizada a fim de estabelecer os mecanismos de
formacdo dos célculos, o papel da dieta e o potencial de plantas e de outros agentes no
tratamento da nefrolitiase, ainda ndo existe um farmaco padrao disponivel. As principais
dificuldades em desenvolvé-lo correspondem a natureza multifatorial da doenga, as diferentes
disfuncdes bioquimicas que levam a ela e as diferentes variedades quimicas dos célculos
(PRASAD; SUJATHA; BHARATHI, 2007).

Os produtos naturais e seus derivados poderdo contribuir ndo somente no
desenvolvimento de uma nova forma de tratamento, mas também, certamente, na reducao da

taxa de incidéncia dos calculos renais (PRASAD; SUIATHA; BHARATHI, 2007).

2.4 Dianthuscaryophyllus
a) Classificacao cientifica

O Dianthuscaryophyllus é conhecido pelos nomes populares de cravo ou craveiro,
tendo sua origem na Europa, suas caracteristicas gerais sdo de uma planta herbécea, perene,
com porte de 60-90 cm de altura, caule reto com varias ramificacOes e folhagem ornamental
com tonalidade verde-azulada. As flores sdo grandes e simples nas espécies silvestres e
dobradas nas variedades cultivadas, variando entre as cores vermelha, branca, amarela e rosa.

Sua classificacao cientifica é apresentada como:

Reino: Plantac (HAECKEL, 1866)
Divisdo: Magnoliophyta (CRONQUISTet al 1966)
Classe: Magnoliopsida (CRONQUIST; TAKHT; ZIMMERMAM, 1966)

Subclasse: ~ Caryophyllidae (TAKHT, 1966 apud THE ANGIOSPERM PHYLOGENY
GROUP, 2003)

Ordem: Caryophyllales (BENCH; HOOK, 1862apud THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP, 2003)

Subclasse:  Caryophyllidae (TAKHT, 1966)

Familia: Caryophyllaceae (JUSSIEU, 17+-89)

Género: Dianthus (LINNAEI, 1753)

Espécie: D. caryophyllus(LINNAEI, 1753)
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Nao hd relatos que indiquem que a espécie possua propriedades terapéuticas ou

principios ativos presentes que possam auxiliar em doengas do sistema urindrio.

2.5 Avaliacoes de toxicidade: principios tedricos e praticos

A toxicidade de uma substincia é a capacidade que esta tem em causar algum
desequilibrio ao organismo com o qual entra em contato, ou seja, refere-se ao potencial de um
toxicante em produzir o efeito téxico (BARROS; DAVINO, 2003). A importancia de avaliar
tal propriedade reside no fato de que toda e qualquer substancia quimica pode vir a ser tdxica,
dependendo de vdrios fatores, ja4 comentados, relacionados a exposi¢do, tais como: dose;
freqiiéncia e duracdo da exposicdo; condicdes fisioldgicas e/ou patoldgicas do organismo
exposto etc. Considerando-se que, na grande maioria dos casos, ndo é possivel evitar por
completo o contato do agente téxico com o organismo, surge a necessidade de se conhecer ao
maximo os riscos que a substincia oferece, a fim de que sejam estabelecidas condi¢Oes
seguras de uso e/ou exposi¢do. Assim, a necessidade de estudos de avaliacdo de toxicidade
serem conduzidos de modo cientifico e padronizado estimulou uma crescente estrutura¢io
metodoldgica da Toxicologia Experimental. Os protocolos experimentais, nesse campo da
ciéncia toxicoldgica, sdo muito importantes para o desenvolvimento de produtos tanto na fase
investigativa quanto no momento do cumprimento das exigéncias legais para registro e
comercializacdo. Tais estudos se desenrolam em duas grandes fases: a fase pré-clinica,
realizada em espécies inferiores a humana na escala evolutiva e a fase clinica, onde os
produtos que nido demonstraram toxicidade significativa nos estudos pré- clinicos sdo entdo
testados em humanos voluntdrios, sob rigorosos preceitos técnicos e €ticos conforme
comentado adiante (MARIZ, 2007).

As etapas de um estudo toxicoldgico pré-clinico sdo seqiienciais e estdo atualmente
bem definidas. Podem apresentar pequenas variacdes de acordo com as exigéncias legais de
cada pais e até mesmo conforme a obra de referéncia consultada; todavia, existe um consenso
sobre os topicos descritos a seguir (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949; CORREA;
ALONZO; TREVISAN, 2003; PAPARELLA; FASSOLD, 2004).
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2.5.1 Informacoes preliminares

Antes de proceder qualquer experimento comum organismo, por mais simples que seja
sua espécie ou estdgio evolutivo, deve-se conhecer a substincia a ser avaliada em aspectos
como, por exemplo, estrutura e composi¢ao quimica (inclusive determinagdo qualitativa e
quantitativa de eventuais impurezas), propriedades fisico-quimicas, aspectos toxicocinéticos,
fontes e niveis de exposi¢do, distribuicdo no ambiente etc. Atualmente, existem programas de
informaética que, a partir de algumas dessas informagdes, auxiliam na previsdo de toxicidade
da referida substancia. Enfim, toda e qualquer informacdo sobre o produto (e/ou seus

constituintes) pode auxiliar no delineamento experimental.

2.5.2 Testes in vitro

Tais testes sdo conhecidos como métodos alternativos para avaliacdo toxicoldgica.
Esses testes surgiram basicamente em funcao da crescente preocupacdo ética com a utilizagdo
de animais em experimentacdo bioldgica. Podem ser citados a cultura de tecido ocular de
bovinos para testes em cosmetologia, bem como o teste em membrana corioalantéica de ovos
de galinha para avaliacio de irritabilidade ocular, além de outros (ANDERSEN et al., 2004).
Destaque especial merecem os ensaios utilizando larvas de camardo (MEYER et al, 1982) e
de peixes (ictiotoxicologia) pelo baixo custo e praticidade de execucdo. O grande desafio
nessa drea € o desenvolvimento de testes que possam ser validados, ou seja, que demonstrem
uma capacidade presuntiva para efeitos em animais, pelo menos, igual a do método que

pretende substituir.

2.5.3 Testes in vivo

Apesar dos recentes avangcos no desenvolvimento de métodos alternativos para
avaliacdo toxicoldgica, os melhores resultados em termos de preditibilidade de efeitos em
humanos ainda s@o os obtidos em animais classicamente empregados em experimentagdo. As
espécies mais usadas em investigacdes biomédicas sao os roedores (95 %). Entre estes: ratos e
camundongos (90 %) , cobaias ( 2 %), hamsters (2 %) e outros (1 %) (NETTO, 2006).

Entretanto, antes mesmo da definicao da espécie animal a ser utilizada, € preciso estar
atualizado sobre preceitos €ticos do uso de animais de laboratério. A relevancia desse tema
tem crescido nas ultimas décadas em funcdo do grande nimero de animais empregados em
experimentos diversos e das frequentes situacdes de sofrimento as quais eles sdo expostos.

Segundo recente levantamento, o uso de animais em experimentacdo se dd, principalmente,
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para desenvolvimento e/ou registro de produtos bioativos ( 40 a 50 %), mas também, par a
ensino (25 %) e diagndstico (menos de 5 %) (CAZARIN et al., 2003; CAZARIN et al., 2004).

A ética pode ser compreendida como “estudo do bem” ndo somente para com 0s
semelhantes (humanos), como para com todas as formas de vida ao nosso redor
(RODRIGUES, 2002). Quando esse estudo se debruca sobre os temas da grande drea da
saude, nasce a bioética que se desenvolve, em todo o mundo, mediante as transformacgdes
sociais ocorridas apds a Segunda Guerra Mundial e também em decorréncia das descobertas
cientificas a partir dos anos 60. Hoje, a bioética tem se tornado cada vez mais como um
discurso em prol da tolerancia fugindo da tentacdo de estabelecer absolutos morais ( DINIZ;
GUILHEM, 2002).

Um marco na longa e conturbada trajetéria das discussdes sobre o uso de animais em
experimentacao bioldgica foi a publicacdo, em 1959, por Willian Russel e RexBurch, de um
estudo detalhado apresentando o programa 3R’s. Contudo, essas reflexdes s6 passaram a ser
consideradas na elaboracdo de leis e convengdes durante a década de 80. Esse programa foi
assim denominado em funcdo de cada uma das iniciais das palavras, em inglés, que denotam
seus  principais  objetivos;  Reduction  (reducdo),  Refinement(refinamento) e
Replacement(substituicdo) (CAZARINet al., 2004).

A redugdo propde que cada experimento use o menor nimero possivel de animais.
Convém evitar repeticoes desnecessdrias € o uso de modelos animais irrelevantes na
extrapolacdo para humanos, além de maximizar o nimero de informacdes obtidas por animal
utilizado. No refinamento o objetivo é aprimorar os métodos no intuito de minorar, cada vez
mais, o sofrimento animal. Por fim, a substitui¢do propunha a troca de ensaios in vivo por in
vitro sempre que possivel e eficaz. Recomenda ainda a prior izacdo experimental de espécies
consideradas inferiores na escala evolutiva, como por exemplo, virus, bactérias e até mesmo
larvas de algumas espécies de crustaceos e peixes (MARIZ, 2007).

Os que defendem o uso racional de animais em estudos experimentais t€ém produzido
vdarios trabalhos relacionando os principios que devem nortear tais estudos. Na quase
totalidade dos casos, percebe-se que constam basicamente de um esmiugar do programa 3R’s
(ANDERSEN et al. 2004; C AZARIN et al., 2004; ALMEIDA; CARLINI, 2006).

No Brasil, a disseminacdo de comités de ética em pesquisa nas diversas instituicdes do
pais, com exigéncias cada vez mais rigidas, tem representado um significativo avanco nessa
area. Entretanto, muito ainda precisa ser feito no sentido de que o zelo pelo bem- estar animal

deixe de ser apenas uma bandeira de movimentos ativistas ou uma mera exigéncia burocratica
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a ser cumprida em um projeto de pesquisa e passe a ser um dos principais itens de qualidade
na execucdo experimental (MARIZ 2007).

Em ensaios para avaliacdo da eficdcia e seguranga de fitomedicamentos, deve-se
considerar ndo somente os cuidados com os animais de experimentacdo como também a
quantidade do recurso natural a ser explorado como insumo na preparacdo do medicamento
fitoterdpico e um eventual risco de escassez. Os cuidados éticos em experimentacdo
toxicoldgica ji devem comecgar na escolha da espécie animal a ser usada. Essa decisdao
depende tanto da substancia avaliada quanto do(s) experimento(s) a serem realizados e isso €
fundamental para a qualidade dos resultados no estudo toxicoldgico. Ainda convém
considerar, na opg¢do, aspectos diretamente ligados a espécie a ser escolhida como:
disponibilidade, facilidade operacional, baixo custo, producdo de resultados de fécil
mensuragdo e fidedignos, e principalmente, capacidade preditiva, quer dizer, que seja capaz
de antecipar eventos clinicos (ANDREATINI; BOERNGEN-LACERDA; VITAL, 2006).

Apesar de sabermos que ndo existe uma espécie ideal, ¢ consenso que o rato
(Rattusnovergicus), animal empregado neste estudo, tem se constituido como o principal em
estudos de experimentacdo toxicoldgica em fungdo de caracteristicas como: facil manejo e
observacdo; baixo custo de manutencdo; alta capacidade reprodutiva, periodo de gestacdo
relativamente curto (21 dias) e ninhada numerosa (geralmente de 8 a 12 animais); volume de
fluidos corporais adequado na avaliacdo de determinados parametros; grande nimero de cepas
bem definidas; conhecimentos sobre diversos aspectos de sua biologia que sdo fundamentais
na extrapolagdo para a condicdo humana; possibilidade de obtencdo de linhagens especiais
por meio de selecdo genética e mutacdes as quais sdo muito Uteis em pesquisas especificas
(ANDERSEN et al. 2004; NETTO, 2006).

Uma outra espécie animal bastante usada em farmacologia e toxicologia € o cdo. Entre
os motivos do uso de cdes destacamos a recomendacao de obras de referéncia e da exigéncia
da legislacdo brasileira de que medicamentos fitoterdpicos sejam avaliados em pelo menos
duas espécies animais (sendo uma nao roedora) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCI A
SANI TARI A, 2004( b)). Ainda pode-se destacar o facil manejo, a grande disponibilidade e o
baixo custo de manuten¢do desses animais e a grande semelhanca genética com humanos
(PARKINSON; GRASSO, 1993, BARBOSA, 2000). Parcerias de instituicdes de pesquisa
com Centros de Controle de Zoonoses podem permitir a utilizacdo de cdes SRD (sem raca
definida) apreendidos e que antes estavam nas ruas ser vindo como agentes transmissores de

doencas diversas. Todavia, esses animais s6 podem ser usados apds tratamento adequado e
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ainda se forem submetidos a um rigoroso processo de triagem que selecione os individuos
para estudo baseado ndo somente no estado de satide quanto na observancia de critérios de
exclusdo padronizados.

No que se refere ao desempenho do uso de caes, como segunda espécie em ensaios
toxicoldgicos, ndo existem estudos especificos com medicamentos fitoterdpicos. Avaliagdes
de dados toxicoldgicos de medicamentos alopdticos e de pesticidas comprovam que o0s
estudos em cdes sdo essenciais na complementacdo daqueles feitos em roedores e que a
duracdo de 13 semanas é ideal em termos de sensibilidade para efeitos téxicos ainda ndo

detectados (GERBRACHT; SPIELMANN, 1998; SPIELMANN; GERBRACHT, 2001).

2.5.4 Principais testes toxicologicos pré-clinicos in vivo

Nos aspectos que sdo consenso entre os autores e, fundamentalmente, naquilo que
preconiza a legislacdo brasileira de medicamentos fitoterdpicos (LU, 1992; LARI NI, 1993;
BRITO, 1994; LAPA et al.,, 2000; FAUSTMAN; OMENN, 2001; JACOBSON-KRAM,;
KELLER, 2001; BARROS; DAVINO, 2003; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2004 b; SA; ALMEIDA, 2006). Os Ensaios de Toxicidade Aguda
correspondem a experimentos onde os organismos avaliados sdo submetidos a uma tnica dose
(ou concentragdo) da substincia (ou produto) avaliada (o) ou entdo, a doses multiplas em um
periodo inferior a 24 horas. Servem para estimar a toxicidade da substincia, obter
informacdes preliminares sobre mecanismos de acdo e ainda, definir doses a serem usadas em
estudos de longa duragdo. Tradicionalmente, esses estudos buscavam conhecer a dose ou
concentracao letal mediana (DL ou CL 50 respectivamente). Tal conceito corresponde a dose
ou concentracdo capaz de matar a metade de uma populacdo em estudo. A DL 50 é um
parametro que tem sofrido vdrias criticas, inicialmente pelo alto nimero de animais usados.
No Brasil, a regulamentacdo para determinacdo desse parametro em desenvolvimento de
fitoterdpicos diz que se use, no minimo, 6 animais por dose e sexo (AG]:ZNCI A NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004 b). Tal pardmetro ainda é questionado por usar como
critério analitico o evento morte que, sem duvida, é o pior de todos os efeitos toxicos.
Atualmente, em vdrios paises do primeiro mundo, apesar da DL50 ainda ser exigida par a
classificacdo toxicoldgica, existe uma tendéncia em substitui-la por outras avaliacdes como,
por exemplo, o teste da dose fixa. Nesse experimento se busca conhecer a maior dose da
substincia que ndo produz morte em um dado grupo experimental (BARROS; DAVI NO,
2003).
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No teste de dose fixa, trata-se um grupo de 10 animais (5 machos e 5 fémeas) com
uma dose inicial de 500 mg/kg de peso corpéreo. Se ndo houver sinais de toxicidade, a
substincia ndo recebe classificacdo toxicoldgica, mas o protocolo experimental deve ser
repetido com 2.000 mg/kg para avaliacdo total de riscos. Caso apareca toxicidade sem mortes,
com a dose de 500 mg/kg, a substancia pode ser classificada como nociva, por correlaciao
estatistica com a DL 50. Segundo a comunidade européia, nessa categoria estdo as substincias
que possuem uma DL 50 oral para ratos de 200 a 2.000 mg/kg de peso corpdreo. Em caso de
morte com 500 mg/kg, repete-se o teste com 50 mg/kg. Se produzir toxicidade sem morte
considera-se que a substancia € toxica (25 mg/kg < DL 50 < 200 mg/kg). Caso haja
mortalidade, repete-se o teste, agora com 5 mg/kg e se houver toxicidade e/ou mortalidade a

substancia € considerada como muito toxica (DL 50 < 25 mg/kg) (BARROS; DAVINO,
2003).
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a avaliagdo da toxicidade cronica e aguda de extratos de
flores de Dianthuscaryophyllus, umaespécie vegetal nunca antes utilizada com esse fim na
medicina fitoterdpica. Os protocolos experimentais utilizados seguiram o Guia para a
Realizacdao de Estudos de Toxicidade Pré-clinica de Fitoterdpicos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria. Hamsters sirios foram tratados por via oral com o extrato seco nas doses
de 100 e 200mg por dia durante 30 dias consecutivos, e foram estudados os efeitos téxicos em
hamsters sirios e camundongos Swiss com a dose limite de 5000 mg/kg do extrato aquoso.
Nenhum animal veio a 6bito e nenhum sinal de toxicidade foi detectado nos parametros
observados, nas autdpsias e na histopatologia, indicando atoxicidade do produto.

Palavras-Chaves:Dianthuscaryophyllus, urolitiase, DITUIF, fitoterapia, toxicidade,
terapéutica.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the acute and chronic toxicity of extracts from flowers of
Dianthus caryophyllus, specie never used as phytotherapic. The experimental protocol
followed the Guide for Studies of Pre-clinical Phytotherapic Toxicity of the AgénciaNacional
de VigilanciaSanitaria (Anvisa, 2004). Syrians hamsters and Swiss mice, young and adults,
were treated orally with dry extract, in doses of 100 and 200milligrams per day and with the
limit dose of 5000 mg / kg of aqueous extract, and observed for up to 30 consecutive days. No
animal died and no sign of toxicity was detected in the clinical analysis, necropsy and
histopathology, indicating atoxicity.

Keywords: Dianthus caryophyllus, urolithiasis, DITUIF, phytotherapy, toxicity, therapy.
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1 INTRODUCAO

Ensaios de Toxicidade Aguda correspondem a experimentos onde osorganismos
avaliados sao submetidos a uma unica dose (ou concentra¢do) da substancia(ou produto)
avaliada (o) ou entdo, a doses multiplas em um periodo inferior a 24 horas.Servem para
estimar a toxicidade da substancia, obter informagdes preliminares sobremecanismos de acao
e ainda, definir doses a serem usadas em estudos de longa duracao.

Tradicionalmente, esses estudos buscavam conhecer a dose (ouconcentracdo) letal
mediana (DL50 ou CL50, respectivamente). Tal conceito correspondea dose (ou
concentracdo) capaz de matar a metade de uma populacio em estudo. A DL50 € um
parametro que tem sofrido vdrias criticas, inicialmente pelo alto nlimero deanimais usados.
No Brasil, a regulamentacdo para determinacdo desse parimetro emdesenvolvimento de
fitoterdpicos diz que se use, no minimo, 6 animais por dose e sexo(AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004). Tal parimetroainda é questionado por usar como
critério analitico o evento morte que, sem duivida, éo pior de todos os efeitos toxicos.
Atualmente, em varios paises do primeiro mundo,apesar da DL50 ainda ser exigida par a
classificacdo toxicolodgica, existe uma tendénciaem substitui-la por outras avaliagdes como,
por exemplo, o teste da dose fixa. Nesseexperimento se buscou conhecer a maior dose da
substancia que nao produz morte em umdado grupo experimental (BARROS; DAVI NO,
2003).

No teste de dose fixa, trata-se um grupo de 10 animais (5 machos e 5fémeas) com uma
dose inicial de 500 mg/kg de peso corporeo. Se ndo houver sinais de toxicidade, a substincia
ndo recebe classificacdo toxicoldgica, mas o protocoloexperimental deve ser repetido com
5.000 mg/kg para avaliacdo total de riscos, ndo havendo mortalidade a substancia é
considerada como ndo toxica. Casoaparega toxicidade sem mortes, com a dose de 500 mg/kg,
a substancia pode serclassificada como nociva, por correlagdo estatistica com a DL50.
Segundo a comunidadeeuropéia, nessa categoria estdo as substancias que possuem uma DL50
oral para ratos de 200 a 2.000 mg/kg de peso corpéreo. Em caso de morte com 500
mg/kg,repete-se o teste com 50 mg/kg. Se produzir toxicidade sem morte considera-se que
asubstancia € toxica (25 mg/kg < DL50 < 200 mg/kg). Caso haja mortalidade, repete-se
oteste, agora com 5 mg/kg e se houver toxicidade e/ou mortalidade a substancia éconsiderada
como muito téxica (DL50 < 25 mg/kg) (BARROS; DAVINO, 2003). Esse teste esta ilustrado

nafigural.
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Figura 1: Fluxograma do teste de dose Fixa

Ensaios de Toxicidade Subcrdnica seguem as mesmas caracteristicas dosprotocolos da
avaliacdo subcrdnica, com a diferenca de que sdo realizados em periodossuperiores al5 dias.
Outro diferencial € a sua aplicabilidade para detec¢do de efeitosmutagénicos, carcinogénicos €
teratogénicos, desde que as doses experimentais tenhamsido adequadamente selecionadas.
Esses ensaios sdo realizados em um tempocorrespondente ao tempo médio de vida da espécie
animal.

Em relacdo aos estudos toxicoldgicos pré-clinicos de longa duracdo(toxicidades
subcronica e cronica), a legislacdo brasileira para fitoterdpicos distinguedois tipos de estudos:
os de 4 semanas, par a produtos a serem usados por, no maximo,30 dias por ano e os estudos
de 12 semanas, para os medicamentos com proposta de usoacima de 30 dias por ano.
Estabelece que o produto deva ser testado em pelo menos 2espécies de mamiferos, sendo uma
de roedor (5 animais por dose e sexo) e outra de ndo-roedor (3 animais por dose € sexo)
(AGENCI A NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004). Destaque-se ainda, a
realizacdo de exames histopatolégicos emvisceras como de suma importancia por fornecerem

suporte aos dados eventualmenteencontrados em 6rgdos e/ou sistemas especificos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de execuc¢iao da pesquisa
O experimento foi conduzido no Laboratério de Biologia Molecular, nas dependéncias

do Hospital Veterinario do CSTR — UFCG.

2.2 Obtencao do Dianthuscaryophyllus

As plantas foram adquiridas com recursos proprios na Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP) no Entreposto Terminal de Sao Paulo - capital.
Ap6s separacdo das flores do caule e folhas, as flores foram postas para secagem em estufa de
ventilagdo forcada a 55° C e em seguida maceradas e acondicionadas em reservatdrios de

vidro até seu uso.

2.3 Obtencao do extrato bruto seco e determinacio de sua concentracao

As amostras de flores desidratadas foram trituradas em moinho mecanico e
homogeneizadas, obtendo-se assim o extrato seco concentrado.

O extrato bruto puro foi obtido através de uma adaptacdo do método descrito por Silva
(1990).

Uma fracdo de 400 g do extrato seco concentrado foi colocada em um cartucho de
papel de filtro, previamente tarado e costurado, e submetida a uma extragdo por fervura,
durante 3 minutos em 2 litros de 4gua destilada. O extrato obtido foi concentrado por
evaporacdo, a uma temperatura de 45° C (£ 5°C), através de um evaporador rotativo. Em
seguida, o extrato bruto concentrado foi levado a uma estufa de ventilagdo for¢ada a 55 °C,
por 72 horas, até sua completa desidratacdo, obtendo o extrato bruto desidratado concentrado.
O extrato bruto foi macerado manualmente em um almofariz de porcelana com pildo (figura
2) e acondicionado em recipientes previamente esterilizados em autoclave e estocado a £4°C

até seu uso.
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Figura 2: Extrato Bruto de D.
caryophyllus(100%) desidratado e
macerado em almofariz de porcelana

Para cada extracdo de 400 g de extrato seco desidratado, através de decoc¢do em 2
litros de 4dgua destilada, foram obtidos 7,5 g (£ 0,3 g) de extrato bruto desidratado

concentrado.

2.4 Aquisicao dos animais para experimentacao

2.4.1. Mesocricetusauratus

O hamster dourado, um roedor também conhecido como hamster da siria, é a espécie
mais comum da subfamilia Cricetidae a ser usada na pesquisa biomédica, sendo chamado,
normalmente, de hamster de laboratério. O hamster sirio pertence a ordem Rodentia, familia
Cricetidae, género Mesocricetus e espécie auratus. E encontrado em estado selvagem no
Oriente Médio, muito utilizado em pesquisas € como animal de estimagao. Caracteriza-se pelo
breve periodo de gestacdo (16 dias, o mais curto entre as espécies de laboratdrio), presenga de
amplas bolsas faciais e cauda curta. Esses animais possuem peso médio de 90 al25 g e 95
al40 g para machos e fémeas adultas, respectivamente; temperatura corpérea média de
37,4°C, frequéncia respiratoria média de 80 movimentos por minuto e frequéncia cardiaca que
varia de 350 a 410 batimentos por minuto (ARRINGTON, 1972; FLEKNELL, 1992;
HARKNESS; WAGNER, 1977).

Foram obtidos, com recursos proprios, 18 animais, sendo 12 fémeas e 6 machos, em
uma loja especializada em alimento vivo para aves e répteis em Jodo Pessoa, PB. Estes
animais foram mantidos em cativeiro, em caixas de polipropileno com tampa de grade,

recebendo ragdo comercial para roedores e dgua fresca ad libidum, sendo vermifugados a cada
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45 dias com fembendazole (50 mg/kg), sob protocolo de reproducdo, até sua posterior

utilizacio no experimento.

2.4.2Mus musculus

Os camundongos conhecidos como da linhagem albino ou swiss sd3o animais
heterogénicos obtidos mediante cruzamentos ao acaso, existindo um indice de 99% de
heterozigose entre os genes alelos. Ainda, sdo os animais que fazem parte da maioria das
pesquisas laboratoriais.

Foram obtidos, 20 animais, sendo 6 fémeas e 14 machos, no Laboratério de
ImunopatologiaKeizo-Asami(LIKA), localizado na Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, PE. Estes animais foram mantidos em cativeiro, em caixas de polipropileno com
tampa de grade, recebendo racdo comercial para roedores e dgua fresca ad libidum, até sua

utilizacio no experimento.

2.5 Testes de toxicidade e patogenicidade

2.5.1 Teste de toxicidadesubcronica em hamster sirios

Foram usados 24hamsters sirios (12 machos e 12 fémeas) com aproximadamente 21
dias de idade, clinicamente sadios e em regular estado nutricional, pesando entre 23 4 27 g de
peso vivo, divididos em trés grupos com 4 machos e 4 fémeas cada. Os grupos foram
denominados: Grupo 1 (Cl), grupo controle, Grupo 2 (G2) grupo experimental com
administracido de 100 mg/dia por animal e Grupo 3 (G3) grupo experimental com
administracdo de 200mg/dia por animal, ambos do extrato seco concentrado.

Todos os animais permaneceram em jejum durante as 12 horas precedentes ao inicio
do experimento e, durante a execucdo do experimento, cada animal pertencente ao G2 e G3
recebeu diariamente 100 g e 200 g do extrato seco concentrado, respectivamente, e apds a
ingestdo deste, foi oferecido racdo comercial para roedores e dgua ad libidum, sendo todos
mantidos em caixas de polipropileno separados.

Efetuou-se o exame clinico em todos os animais na manhd em que se iniciou O
experimento (dia 0) registrando a temperatura retal, a frequéncia respiratdria, a colora¢ao das
mucosas oculares e alteracdes comportamentais, repetindo-se estes exames no dia posterior e
a cada 6 dias durante 30 dias do experimento (dias 6, 12, 18, 24 e 30 ). A frequéncia cardiaca

nao foi avaliada devido a impossibilidade de fazé-la sem o auxilio de monitores cardiacos.
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O extrato foi oferecido espontaneamente por via oral. Foram oferecidos, em média, de
100 e 200mg por dia, estimando uma media total de 2500e5000 mg/kg de peso vivo por
animal. Todos os animais receberam o extrato por um periodo de quinze dias, sendo
observados clinicamente durante a noite, por serem uma espécie de habito noturno.

Apdés o periodo de observacdo, dois animais de cada grupo (G2 e G3) foram
encaminhados ao Setor de Patologia Animal do CSTR — UFCG a fim de serem submetidos a

necropsia e a histopatologia de seu sistema urindrio.

2.5.2 Testes de toxicidade aguda e obtenciao da D1 50 em camundongos

O extrato bruto desidratado de Dianthuscaryophyllus(DC) foi dissolvido em &dgua
destilada e administrado por via oral a um grupo de 6 (seis) animais (3 machos e 3 fémeas)
(DC1) em jejum por 12 horas, na dose de 5000 mg/kg, num volume de 20 ml/kg. O grupo
controle (CTRL1) com 3 machos e 3 fémeas recebeu o mesmo volume de dgua destilada,
todos em uma sé dose.

Durante as primeiras 12 horas, com intervalos de 15, 30 e 60 minutos, e a cada 4
horas, os animais foram avaliados quanto ao aparecimento de sinais toxicos de carater geral,
através dos seguintes parametros: atividade motora, respiracdo, reflexos corneal, de
endireitamento e de retirada (cauda), tonus corporal, quantidade de bolos fecais, presenca de
cianose, piloerecao, contor¢des, ptose palpebral, tremores, convulsdes, ataxia, hipnose, urina
vermelha e diarréia.

A quantidade de bolos fecais foi analisada quantitativamente. Os parametros cianose,
piloerecdo, contor¢des, ptose palpebral, tremores, convulsdes, ataxia, hipnose e urina
vermelha foram avaliados através de escalas analdgicas unipolares variando de 0 a 4 pontos.
Os parametros atividade motora, respiragdo, reflexos corneal, de endireitamento e de retirada
e tonus corporal foram avaliados através de escalas analdgicas bipolares variando de 0 a 8
pontos, sendo 4 o valor representante da normalidade (BRITO, 1995).

Ap6s 24 horas de observagdo foi contabilizado o nimero de mortes para cdlculo da

DL50 (LITCHFIELD e WILCOXON, 1949).

2.5.3 Testes de toxicidade aguda e obtenciao da DI 50 em hamsters
O Extrato Bruto desidratado de Dianthuscaryophyllus(DC) foi dissolvido em dgua
destilada e administrado, por via oral, a dois grupos de 6 (seis) animais (3 machos e 3 fémeas)

(DC2: Mesocricetusauratusjovens € DC3:Mesocricetusauratusadultos) em jejum por 12
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horas, na dose de 5000 mg/kg, diluidos num volume de 20 ml/kg. O grupo controle (CTRL2:
3 machos e 3 fémeas) recebeu o mesmo volume de dgua destilada, todos em uma s6 dose.
Os sinais toxicos e os demais parametros avaliados foram feitos seguindo 0 mesmo protocolo
descrito no item anterior com excecao do teste de endireitamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Testes de toxicidade e patogenicidade

3.1.1 Teste de toxidade cronica em hamster sirios (Mesocricetusauratus)
A quantidade de extrato administrada na dose de 2500 e 5000mg/ kg de peso vivo, ndo
foram suficiente para provocar alteragdes nos parametros clinicos observados, conforme se

constata nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1: Valores médios obtidos através de exame clinico de animais pertencentes ao C1
(grupo controle) durante os 30 dias de experimento.

Tempo (dias)

0 6 12 18 24 30
Frequéncia

96 97 94 94 92 94
respiratoria/min

Temperatura retal (°C) 37,4 36,8 36,8 38.0 37,6 37,6
Coloracao de mucosa normal normal normal normal normal normal

Comportamento tipico tipico tipico tipico tipico tipico

Tabela 2: Valores médios obtidos através de exame clinico de animais pertencentes ao G2
(2500mg/kg) durante os 30 dias de experimento

Tempo (dias)
Controle 0 6 12 18 24 30
Frequéncia

98 97 95 96 94 95
respiratéria/min

Temperatura retal (°C) 37,2 36,8 36,7 38,0 37,4 37,6
Coloracao de mucosa normal normal normal normal normal normal

Comportamento tipico tipico tipico tipico tipico tipico
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Tabela 3: Valores médios obtidos através de exame clinico de animais pertencentes ao G3
(5000mg/kg) durante os 30 dias de experimento.

Tempo (dias)
controle 0 6 12 18 24 30
F .
reduetieta 08 99 9% % 95 9%
respiratoria/min

Temperatura retal (°C) 37,4 37,4 36,8 36,8 37,2 36,6
Coloragao de mucosa normal normal normal normal normal normal

Comportamento tipico tipico tipico tipico tipico Tipico

Dois animais do G1 e dois animais do G2 foram encaminhados ao setor de patologia
animal para realizacdo de necropsia e histopatologia do sistema urindrio. Ndo foram

encontradas alteracdes macroscopicas nem microscopicas (figuras 18 a 22).

v

Figura 2: Corte Transversal de Ureter distal de Hamster macho (HE — 40x) sem alteracdes
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Figura 3: Corte Transversal de Ureter proximal de Hamster macho (HE — 10x) sem
alteracdes

Figura 4: Corte de vesicula urinaria de hamster fémea (HE — 40x) sem altera¢des

Figura 5: Corte de vesicula urinaria de hamstermacho (HE — 40x) sem alteracdes
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Figura 6: Corte transversal de urer de hamser cho (HE — 62x) sem alteracdes

Pode-se concluir que a plantan@o tem agdo téxica sobre o sistema urindrio e digestorio,
ndo houve também alteracOes significativas nos sistemas respiratério e circulatério, bem
como em relacdo a temperatura corporea.

Concluiu-se também que a planta tem boa palatabilidade, facilitando assim a ingestao
espontanea da mesma, portanto niao se enquadra na defini¢do de planta téxica sob o ponto de

vista veterinario (BRASIL, 2004).

3.1.2 Testes de toxicidade aguda e obtencao da DI 50 em camundongose hamsters

O objetivo do presente teste foi avaliar a toxicidade aguda do extrato bruto desidratado
de flores de Dianthuscaryophyllus, em conformidade com as normas atuais da Anvisa (2004).

N3ao houve 6bitos durante o periodo de observacao de 24 horas em nenhum dos grupos
avaliados apds a administragdo do extrato aquoso de flores de Dianthuscaryophyllusna dose
de 5000 mg/kg, considerada como dose limite para avaliag@o toxicoldgica aguda (BARROS;
DAVINO, 2003; BRASIL, 2004;). Por esta razdo, ndo houve calculo de DL50.

Nas primeiras 12 horas pds-administragdo, nenhum animal apresentou cianose,
piloerecdo, contor¢des, ptose palpebral, tremores, convulsdes, ataxia, hipnose, urina vermelha
ou diarréia. Também ndo existiram diferencas significativas entre o grupo controle e os
grupos tratados para os parametros de atividade motora, respiracdo, reflexos corneal, de

endireitamento e de retirada, tonus corporal e quantidade de bolos fecais (Tabela 4 e 5).



45

Tabela 4:Sumario de dados obtidos durante as 12 horas de observacao p6s-administraciao do

extrato aquoso de flores de Dianthuscaryophyllus

Tempo de Observacgdo

ParametroGrupos
15 min 30 min 1 hora 4 horas 8 horas 12 horas

Bolos CTRL1 6 2 0 1 0 0
Fecais DC1 3 0 0 5 8 4
Atividade  CTRLI 4 4 (3,75-4) 4 4 4 4
motora DC1 4(3,75-4) 4(3,75-4) 4 4 4 4

CTRL1 4 4 4 4 4 4
Respiragio DC1 4 4 4 (3,75-4) 4 4 4
Reflexo CTRLI 4 4 4 4 4 4
Corneal DC1 4 4 (3,5-4) 4 4 4 4
Reflexode CTRL1 4 (3,75-4) 4 (3,75-4) 4(3,75-4) 4 4 4
Endireitam
ento DC1 3,8(3,5-4) 4(3,75-4) 4 4 4(3,75-4) 4(3,75-4)
Toénus CTRLI 4 4 4 4 4 4
Corporal DC1 4 4 4 4 4 4
Reflexo de CTRLI1 4 4 4 4 4 4
Retirada DC1 4 3,8 (3,5-4) 4 4 4 4
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Tabela 5: Sumadrio de dados obtidos durante as 12 horas de observacdo pds-administracao do
extrato aquoso de flores de Dianthuscaryophyllus

Tempo de Observacgdo
Pardmetro ~ Grupos

15 min 30 min 1 hora 4 horas 8 horas 12 horas
CTRL2 28 12 4 0 0 0
Bolos
DC2 14 8 5 16 10 32
Fecais
DC3 25 10 3 12 114 60
CTRL2 4 4 4 4 4 4
Atividade
DC2 4(3,75-4) 4 (3,75-4) 4 4 4(3,75-4) 4 (3,75-4)
motora
DC3 4 4 (3,75-4) 4 4(3,75-4) 4 (3,75-4) 4 (3,75-4)
CTRL2 4 4 4 4 4 4
DC2 4 4 4 4 4 4
Respiracao
3,8(3-
DC3 4 4 4 4 4
4)
CTRL2 4 4 4 4 4 4
Reflexo
DC2 4 4 4 4 4 4
Corneal
DC3 4 4 4 4 4 4
CTRL2 4 4 4 4 4 4 (3,75-4)
Tonus
DC2 4 4 4(3,75-4) 4 (3,75-4) 4 (3,75-4) 4 (3,75-4)
Corporal
DC3 4 4 (3,75-4) 4@3,75-4) 4@3,75-4) 4@3,5-4) 4@3,5-4)
CTRL2 4 4 4 4 4 4 (3,75-4)
Reflexo de
DC2 4 4 4(3,75-4) 4 (3,75-4) 4 (3,75-4) 4 (3,75-4)
Retirada

DC3 43,54 4354 4354 4@3,75-4) 4((3,75-4) 4(3,75-4)

Os resultados obtidos, em ambas as espécies, indicam que o extrato aquoso de flores
de Dianthuscaryophyllus, administrado agudamente, € atéxico por via oral em roedores, uma
vez que ndo foi observada mortalidade ou sintomas adversos apds a administracdo da dose
limite de 5000 mg/kg. Este resultado ja era, de certa forma, esperado, j& que em estudos
prévios para determinac¢do da DL50 realizado em hamsters também ndo foram observadas

mortes em doses superiores (TREVISAN et al, 2009).
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4 CONCLUSAO

O extrato de flores de Dianthuscaryophyllus € um excelente candidato para o
desenvolvimento de um futuro fitoterdpico, ndo apresentando téxico, de uso seguro no
tratamento de animais domésticos, ndo apresentando toxicidade aguda ou subcronica, até a
dose de 5000 mg/kg, nos ensaios realizados. Fazem-se necessdrios estudos sobre seu
mecanismo de a¢do, possibilidade de outras aplicacdes no sistema urindrio e descricao do seu

principio ativo.
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RESUMO
Estudou-se a atividade do extrato de Dianthuscaryophyllus (EDC), em um modelo de indugdo
a urolitiase por oxalato de célcio, em 30 ratos que receberam dgua potavel com 0,75% de
etilenoglicol (EG) e 2% de cloreto de amonia (AC). Além do tratamento EG/AC trés grupos
de ratos (n = 6 cada) também receberam solu¢des contendo EDC, nas doses de 4, 2 e 1 mg/kg.
O grupo-controle-positivo (n = 6) foi tratado com EG/AC, mas nao com EDC, enquanto o
grupo-controle-negativo (n = 6) recebeu dgua potavel normal. Depois de 10 dias, foram
colhidas amostras de soro para anélises bioquimicas. O rim esquerdo foi removido e avaliado
para concentracao de célcio, e o rim direito foi seccionado para exame histoldgico. No grupo-
controle-positivo observou-se a maior quantidade de cdlcio nos rins, demonstrando que esse
aumento foi inibido pela administracdo do EDC. Uréia e creatinina dos grupos que receberam
4 e 2 mg/kg de EDC se mantiveram normais. O extrato de D. caryophyllus apresentou

atividade protetora na prevencgao e combate a urolitiase.

Palavras-chave: urolitiase, modelo de indugdo, extrato vegetal, oxalato de célcio
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ABSTRACT

Was studied the activity of the extract of Dianthus caryophyllus (EDC), in a
urolithiasisinduction model by calcium oxalate, in thirty rats that received potable water with
0.75% ethylene glycol (EG) and 2% of ammonia chloride (AC). In addition to treatment
EG/AC, three groups of rats (n = 6 each) were also given solutions containing EDC, in dosage
of 4, 2 and 1 mg/kg. The positive control group (n = 6) was treated with EG/AC, but not with
EDC, while the negative control group (n = 6) received normal potable water. After 10 days,
were harvested serum samples for biochemical analyses. The left kidney was removed and
assessed for calcium concentration and the right kidney was sectioned for histological
analysis. In positive control group observed the largest amount of calcium in the kidneys, in
comparison to the others, demonstrating that increase was inhibited by the administration of
EDC. Urea and creatinine of groups that have received 4 and 2 mg/kg of EDC remained
normal. The extract of D. caryophyllus presented protective activity in the urolitiase

prevention and treatment.

Keywords: vegetable extract,urolithiasis, induction model, calcium oxalate



52

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais, ou fitoterapia, recentemente vem ganhando popularidade, no
entanto, os mecanismos exatos dos efeitos desses produtos ainda estdo longe de ser
claramente estabelecido, sendo tal conhecimento necessario para aplicar com sucesso terapias
alternativas com finalidade de prevenir a formacdo de urdlitos (Touhamier al., 2007).
Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (World..., 2002), mais de 90% das classes
terapéuticas atualmente utilizadas derivam de produtos naturais. Além disso, Newman e
Cragg (2007) demonstraram que a drea dos produtos naturais forneceu, direta ou

indiretamente, aproximadamente 50% de novas micromoléculas langadas entre 2000 e 2006.

A litiase urindria geralmente € o resultado de um desequilibrio entre os inibidores e
promotores nos rins € muitas vezes os calculos renais sdo compostos de oxalato de célcio
(Daudon e Jungers, 2001) Existem varios estudos sobre o efeito de extratos vegetais na
cristalizacdo de sais de calcio, mas geralmente, as conclusdes desses estudos nio sdo

consistentes (Touhamiet al., 2007).

A recorréncia de urolitiase representa um sério problema, devido ao fato de pacientes que ja
formaram um célculo serem mais propensos a recidivas, tornando assim, sua prevencao
altamente recomendada (Atmaniet al., 2003). Atualmente, cirurgia renal aberta para
nefrolitiase é incomum e raramente usada desde a introducao da litotripsia extracorpdrea, que
revolucionou a prética uroldgica e quase se tornou o procedimento normal para eliminagcao de
pedras nos rins. Entretanto a mais de vinte e cindo anos pesquisas ja sugeriam que tais
tratamentos provocam hemolise significativa e midlise desenvolvida devido a exposi¢do a
onda de choque, concluindo portanto que o rim € danificado de alguma forma (Kishimotoer
al., 1986). Tais efeitos colaterais devem ser levados em conta na determinag¢do da dose e
frequéncia de um tratamento, tornando terapias alternativas, uma alternativa segura para o

combate e prevencao a urolitiase.

Em estudos anteriores com a utilizagdo do extrato de Dianthuscaryophyllus pesquisadores
obtiveram sucesso na expulsdo de cédlculos no tratamento de ovinos acometidos por urolitiase

obstrutiva (Trevisan et al., 2009). Assim o presente trabalho buscou, por meio de um modelo
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de urolitiase induzida em ratos, determinar a eficdcia extrato aquoso de D. caryophyllus na

prevengdo e combate a essa enfermidade.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 30 ratos, Rattusnovergicus, da linhagemWistar, machos com 220+12g. Os
animais foram aclimatados durante trés dias em gaiolas antes do inicio dos experimentos. Os
ratos tinham acesso ad libituma racdo industrial e 4gua potdvel sendo mantidos sob um ciclo

de claro-escuro de 12 h e temperatura controlada a 22+3°C.

Para o protocolo de indug¢do a urolitiase os ratos foram divididos em cinco grupos, compostos
por seis animais por grupo. Cada grupo passou por um protocolo de tratamento diferente por
dez dias, os animais do grupo 1, controle-negativo, tiveram acesso ad libitum a alimentagcdo
regular e dgua potavel, sendo administrados 8uL. por 1g de peso corporal, de dgua destilada,
por sonda géstrica; os grupos 2, 3, 4 e 5 tiveram acesso ad libitum a alimentacdo regular e a
agua potavel contendo 0,75% de etilenoglicol e 2% de cloreto de amodnia (EG/AC) para
promover a hiperoxaldria e a deposi¢ao de oxalato de cdlcio nos rins. E, ainda, nos grupos 2, 3
e 4 também foi administrado extrato aquoso de D. caryophyllus(EDC), obtido por decoccdo e
concentrado em rotaevaporador, nas respectivas dosagens de 4, 2 e 1mg/kg (ug/g), diluidos
em agua destilada, até perfazer o volume total de 8uL por grama de massa corporal, por sonda
géastrica. Assim como no grupo 1, nos animais do grupo 5, controle-positivo, foram
administrados 8uL de dgua destilada por grama de massa corporal, por sonda gastrica. Todos

os animais foram pesados diariamente.

Para se avaliar a atividade antilitidsica, apds 10 dias de experimentagdo, foi realizada a
eutandsia dos animais por luxacdo cervical, e imediatamente, realizou-se a coleta de seu
sangue por punc¢do cardiaca, sendo este centrifugado a 10.000 RPM durante 10 minutos,
sendo os soros recolhidos e analisados para célcio, fésforo, ureia e creatinina usando sistema
de leitura automatizado. Abriu-se o abdomen removendo ambos os rins. Os rins esquerdos
foram desidratado em estufa a 100°C durante 24 horas, apés o qual foram pesados e, em
seguida, macerados em recipiente contendo 7mL 4cido nitrico 0,5 N. A mistura foi entdo
aquecida até que o liquido se tornou transparente, seguindo protocolo descrito por Touhamier

al. (2007). Ap6s calibragdo usando uma solucdo padrdo de célcio, o teor de calcio da mistura



54

foi determinado por eletroudoMicrolyteMg, Konelab®. A quantidade de cdlcio foi expressa
em pg/g de rins seco. O rim direito foi conservado no liquido de Bouin (Cuzzolinet al., 1995;
Nolte et al., 1995), embebido em parafina, cortado em intervalos de 3-4 um e as fatias coradas

com eosina e hematoxilina e observada em microscopia 6tica (Cuzzolinet al., 1995).

A andlise estatistica foi apresentada como média + desvio-padrdo, e andlise de varidncia
unidirecional foi usada para determinar as diferencas entre os grupos. Para avaliar a
significancia entre as diferencas das amostras utilizou-se o teste Tukey. O software Assistat
versdo 7.6 desenvolvido pelo DEAG — CTRN - UFCG foi utilizado para calculos estatisticos,

e p < 0,05 foi considerado para indicar alguma diferenca significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise de soro mostrou que a concentragdo de ureia nao diferiu entre os grupos 1, 2, 3 e 4,
e estes grupos apresentaram valores mais baixos relacdo ao grupo 5, controle-positivo (Fig.
1). Os valores de creatinina diferiram entre os grupos 1, 2 e 3, houve diferenca significativa
entre estes e os grupos 4 (EG/AC — EDC 1 pg/g) e 5, os grupos 4 e 5 diferiram entre si (Fig.
1). Estes dados indicam danos renais marcados no grupo 5, que foram amenizados pela

administracdo do EDC nas dosagens de 2 e 4 pg/g.

UREIA CREATININA
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Figura 1. Dados bioquimicos de ureia (mmol/l) e creatinina (umol/l) no soro, Valores

representados pela média + DP para seis animais de cada grupo.
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Os ratos sdo os animais mais utilizados nos modelos de deposicio de oxalato de calcio
(CaOx) nos rins (Atmaniet al., 2004), apesar de sua utilizacdo como modelo experimental de
litiase urindria ser bastante limitada, uma vez que a deposi¢ao de oxalato de célcio ndo ocorre

naturalmente nestes animais.

Outros estudos que utilizam ratos em modelo experimental de litiase empregam modificagdes
genéticas, tais como ratos geneticamente hipercalcitricos (Bushinskyer al., 1999), ou se
utilizando de protocolos semelhantes ao apresentado neste estudo. Em estudos anteriores com
o uso do etilenoglicol e cloreto de amdnia por 10 dias (Khan e Glenton, 1995; Fanet al., 1999;
Touhamiet al., 2007) foi determinado que os ratos de controlo positivo desenvolveram

depdsitos de CaOx, corroborando com os resp Ltados aqui descritos.

De acordo com Wiessneret al. (2001), lesdes celulares no epitélio tubular renal parecem
constituir um processo importante na formagao de calculos renais, em seu trabalho é sugerido
que as lesdes aumentam a afinidade dos cristais pelo epitélio tubular, favorecendo a adesao
dos mesmos as células epiteliais, estes cristais ancorados, crescem a medida que novas

particulas cristalinas agregam-se a eles, com consequente formacao de calculos.

Os dados mostraram também que os niveis de célcio e fésforo nos ratos dos grupos EG/AC
tratados com EDC (Grupos 2, 3 e 4) foram significativamente inferiores em comparagdo aos
grupos 1 e 5 (controle-negativo e controle-positivo) (Fig. 2), demonstrando a interferéncia do

extrato na eliminacdo destes solutos.

CALCIO FOSFORO
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Figura 2. Dados bioquimicos de ureia e creatinina no soro, expressos em mmol/l. Valores

representados pela média £ DP para seis animais de cada grupo.
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Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Touhamiet al. (2003) que utilizaram
suco de limao puro, na dose de 6uL/g, para estudar a preven¢do da formagdo de cdlculos em
ratos induzidos a urolitiase, e obtiveram valores significativamente mais baixos para as
concentracoes séricas de célcio e fésforo em comparacao a do grupo-controle-positivo.

Na avaliacdo do peso corporal, os ratos dos grupos EDC (grupos 2, 3, 4) pesaram menos do
que os do grupo controle-negativo (grupo 1) enquanto os animais do grupo 2 (EDC 4uL/g)

pesaram mais que os do grupo 5, apds 10 dias do experimento (Fig. 3).
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Figura 3. AlteracOes, em porcentagem, no peso corporal em varios grupos de ratos durante os

10 dias do experimento.

O rim esquerdo foi avaliado para concentracdo de célcio. No tratamento de EG/AC sozinho
(grupo 5) ocorreu aumento significativo da concentracdo de cdlcio dos rins em comparagdo

aos demais grupos (Fig. 4).
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Figura 4. Quantidade de cdlcio no rim esquerdo. Valores representados em média + desvio

padrdo (ng/g) para seis animais de cada grupo.

Esse resultado é semelhante ao descrito por Ito er al. (2005) ao pesquisar os efeitos
antioxidantes do chd verde em urolitiases, concluindo que o uso deste diminuiu a formagao de
célculos de oxalato de cdlcio em tecidos renais de ratos. O mecanismo de acdo envolvido
parece estar relacionado com a prevencdo de lesdes renais, o que impediria a adesdo de
cristais. Segundo Tsujihataet al. (2008) diferentes substancias sdo capazes de prevenir lesdes

no epitélio tubular renal, inibindo, desta forma, a formacao de calculos renais.

O exame das secOes de parafina do rim direito demonstrou que o grupo 5 novamente
apresentou quantidades considerdveis de deposi¢ao de CaOx nas trés principais dreas dos rins,
além de cristais intratubulares observados nos cortex renais. Nas laminas dos demais grupos

nao foram encontrados achados histopatolégicos significativos.
CONCLUSAO

No ensaio in vivo, a média da massa total de cdlcio nos rins foi significativamente menor nos
grupos tratados com o extrato de Dianthuscaryophyllus em comparagcdo ao grupo controle-
positivo, ndo diferindo da média obtida no grupo controle-negativo. Ainda a média do nimero
de célculos formados foi consideravelmente maior nos animais grupo controle-positivo do que
nos animais que foram tratados com o extrato, ndo se observando nestes da formacgdo de

inclusoes.
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