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RESUMO: A Vitex agnus castus Linn. é uma planta pertencente a familia Verbenaceae
destaca-se por seu uso na medicina popular para o tratamento de doencas reumaticas e
disfungbes femininas, principalmente. Também é utilizada em rituais afro-brasileiros com
0 objetivo afastar mau-olhado, maus espiritos, entre outros. Este trabalho teve como
objetivo realizar ensaios toxicoldgicos pré-clinicos do extrato bruto seco (EBS) das folhas
dessa planta em ratos. Inicialmente foram feitas a coleta, identificacdo e a obtencado do
extrato. Determinou-se a Cls, utilizando o microcrustaceo Artemia salina Leach, as quais
foram expostas por 24h as diferentes concentracdes do EBS. Para realizacdo do ensaio
toxicoldgico agudo, administrou-se uma dose uUnica de 4 g/kg v.o. de EBS a grupos de
ratos Wistar. Apés um periodo de 14 dias, sacrificou-se os animais e coletou-se o sangue
para analises bioquimicas e hematoldgicas. Diante dos resultados concluiu-se que esta
planta ndo apresentou toxicidade aguda significativa para os parametros analisados.

Palavras-chave: Vitex agnus castus Linn., toxicologia, fitoterapia.

ABSTRACT: The Vitex agnus castus Linn. is a plant belonging to the family Verbenaceae
and it is distinguished by its use in folk medicine for treating rheumatic diseases and
dysfunctions in women, mostly. It is also used in Afro-Brazilian rituals, aiming to ward off
the evil eye and evil spirits, among others. This study aimed to perform toxicological
preclinical essays of the dry crude extract (EBS) of leaves of this plant in rats. Initially,
the leaves were collected, identified, and then the extract was obtained. CL50 was
determined using Artemia salina Leach samples, which were exposed during 24 h to
different concentrations of EBS. To perform the acute toxicological tests a single dose of

4 g/kg oral EBS was administered to groups of Wistar rats. After a period of 14 days the
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animals were sacrificed and their blood was collected in order to perform biochemical and

hematological analyses. Considering the results one may conclude that this plant did not

show acute significant toxicity regarding the parameters analyzed.

Keywords: Vitex agnus castus Linn, toxicology, phytotherapy.

INTRODUCAO

O Brasil tem o maior nimero de
espécies vegetais de todo o planeta,
dentre as ja estudadas; parte
significativa tem importancia econdmica,
alimentar ou medicinal, e muitas tém um
potencial téxico (ANDRADE, 2001).

Comparando com animais, plantas
sdo bioquimicamente avancadas,
produzindo todas as moléculas
requeridas para o seu metabolismo
primario (respiracao, fotossintese,
proteinas, lipidios, sintese de &cidos
nucleicos). As plantas tém desenvolvido
uma incrivel disposicdo para produzir
componentes secundarios, que tém um
papel de defesa, de armazenamento e
outras funcdes. Para lidar com diferentes
tipos de herbivoros e suas diferencas
alimentares, muitas plantas tém
diversificado seus arsenais quimicos,
produzindo mais de um tipo de toxinas
ao mesmo tempo. Os alvos variam. Os
componentes podem ser venenosos para
sistema nervoso central, coracao, figado,
podem impedir o funcionamento dos
rins, perturbar a coagulacdo sanguinea
ou causar anemia, interferir no
metabolismo do iodo, causar alteracdes
gastrintestinais, bloquear enzimas
respiratérias fundamentais e atuar como
carcinébgenos. Em outros casos, O

simples contato com a planta pode

produzir reacdes alérgicas severas e
reacdes na pele (PIP, 2006).

O emprego de plantas no combate
a enfermidades é uma tradicdo que tem
uma longa histéria, remontando aos
periodos mais longinquos da
humanidade. A fitoterapia empirica
esteve sempre ligada a sociedades
primitivas, vinculando-se a sistemas
religiosos e a ritos magicos (MATOS,
1982; ELISABETSKY, 1997;
ALBUQUERQUE, 1997; ALBUQUERQUE;
CHIAPPETA, 1994).

No Brasil, € comum a existéncia de
feiras livres que comercializam produtos
feitos com ervas e extratos naturais
(com composicdo nao padronizada), o
que, associado a suscetibilidade dos
individuos, agrava o quadro de acidentes
por plantas toxicas.! Para comprovacéo e
avaliacdo das plantas utilizadas na
medicina popular, instituicdes de ensino
e pesquisa tém realizado ensaios
farmacolo6gicos e toxicolégicos. No Brasil,
as normas para a realizacdo de ensaios
toxicologicos estao contidas na
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n. 48/2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e na
Resolucao Especifica (RE) n. 90/2004,
que padroniza os ensaios toxicoldgicos

pré-clinicos (ANVISA, 2004a, 2004b).
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Vitex agnus castus L. € um arbusto
bastante ramificado com folhas

fortemente aromaticas, digitadas,
opostas e flores labiadas, violaceas, em
cachos terminais. Floresce no verdo e
desenvolve frutos de coloragdo marrom,
quase preta, com cerca de 3,5 mm de
diametro. Pode alcancar de 2 a 3 metros
de altura. Os frutos tém aroma e sabor
semelhantes a pimenta quando maduros
e secos. Pertence a ordem Lamiales, &
familia  Verbenaceae, que possui
aproximadamente 100 géneros e 2.600
espécies; o0 género Vitex possui
aproximadamente 250 espécies. Sao
naturais da regidao do Mediterrdneo e da
Crimeia, sendo encontradas também em
regides quentes da Asia, Africa e
Ameéricas (MAIA et al., 2001).

A maioria dos estudos clinicos com
Vitex agnus castus foram realizados com
a tintura obtida a partir dos frutos. Os
textos médicos e monografias da Europa
citam essa preparagdo como "ativa
farmacologicamente”. Essa €é uma
indicacdo de que a atividade medicinal
do fruto foi examinada como um todo, e
que compostos ativos especificos ainda
nao foram isolados (AMANN, 1982;
FERREIRA, 1998; LAURITZEN et al.,
1997; LOCH; SELLE; BOBLITZ, 2000;
LUCKS; SORENSEN. VEAL, 2002;
OHYAMA et al., 2003; ZWAVING ; BOS,
1996; WUTTKE et al., 2003). Postula-se
que a Vitex agnus castus seja eficaz no
tratamento de mastalgia ciclica inibindo
a liberacdo excessiva de prolactina por

bloqueio do receptor dopaminérgico tipo-

2 na hipéfise (CARMICHAEL, 2010). Na
China, a vitex é utilizada com sucesso na
prevencao e tratamento de TPM (tensao
pré-mentrual) moderada a severa (HE et
al., 2009). O extrato aquoso e em
diclorometano também apresenta
potencial atividade antioxidante haja
vista a elevada concentracdo de
compostos fendlicos e flavonoides,
respectivamente (SARIKURKCU et al.,
2009).

Este trabalho se propbe a realizar
uma avaliacdo da toxicidade do extrato
bruto seco da Vitex agnus castus, com o
objetivo de gerar dados que permitam

uma anéalise dos riscos do uso popular.

MATERIAIS E METODOS
1 Material vegetal e seu extrato
bruto

Coletaram-se folhas da planta Vitex
agnus castus Linn., no bairro de cidade
universitaria, Recife, Pernambuco as
quais foram encaminhadas ao Herbario
do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco
para serem identificadas e catalogadas
sob o numero de cadastro 44487. O
material foi seco a sombra em
temperatura ambiente durante oito dias.
Em seguida foram colocadas em estufa
de fluxo de ar forcado a 40°C, para
secagem. Posteriormente, foram
trituradas até atingirem baixa
granulometria. O p6 foi submetido a uma
infusdo em um litro de agua destilada,
apos a fervura (100°C) foi vertido o

liquido sobre um béquer contendo 20 g



Barros, J. D., Filho, S. S., Castro, V., Torres, V. M., Higino, J. S., Melo, A. F. M./ Revista
Eletrénica de Farméacia Vol 7 (3), 62 — 71, 2010

de p6 da planta, e feita homogeneizacao.
Cobriu-se com papel aluminio, e a
solucdo permaneceu em repouso até

chegar a temperatura ambiente (25°C).

Ap6s esse periodo, filtrou-se o
sobrenadante em papel filtro do tipo
coador descartavel. O filtrado foi
colocado em rotaevaporador a 50°C até
a secura. O extrato seco foi transferido
para um dissecador contendo cristais de
silica ativada. Obtendo-se um extrato
seco com rendimento de 99,5% sobre o
peso seco da planta processada (MALES,
1998; HALASKA et al., 1999; LOCH;

SELLE; BOBLITZ, 2000).

2 Animais

Empregaram-se ratos Wistar,
albinos (Rattus norvegicus), adultos,
machos e fémeas (nulipara e nao
gravidas), pesando entre 200 e 300
gramas para o teste toxicolégico agudo,
adquiridos do Biotério do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco
com 70 dias de vida. Todos foram
agrupados em gaiola de polietileno,
contendo seis animais cada, mantidos
em condicoes controladas de
temperatura (22°C + 2°C), ciclo claro-
escuro de 12 h, tendo acesso a comida
tipo pellets de racdo Purina e &agua
potavel em garrafas graduadas de
polietileno. O Biotério mantém cadastro
no COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo  Animal), apresenta
veterinario como responsavel técnico

pelo setor. O protocolo experimental foi

aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE,
processo n. 23076.009417/2008-15.

3 Toxicidade aguda

Os protocolos experimentais foram
orientados pelas normas vigentes no pais
e por obras de referéncia (BARROS;
DAVINO, 2003; ANVISA, 2004a, 2004b).
Quatro grupos de animais (n=24) foram
utilizados. Os grupos A e B receberam o
EBS dissolvido com soro fisiolégico, por
via oral, por meio de canula, na dose de
4 g/kg de peso. Os grupos C e D, grupos
controle, receberam apenas o veiculo,
soro fisiolégico. Os ratos (Rattus
norvegicus) foram observados durante
48 h, e, no fim desse periodo, foi
registrada a mortalidade de cada grupo.

Ap6s 14 (quatorze) dias da
administracdo da dose de 4 g/Kg, todos
0s animais foram previamente
anestesiados com Ketamina e Xilasina e
sacrificados; entdo, foram examinados
macroscopicamente, com ressecgdo e
pesagem consecutiva de bacgo, coracao,
figado e rins (seccionados por incisédo

sagital). As seccbes teciduais dos 6rgaos

excisados, fixados em formalina
tamponada, apos 24 h, foram
resseccionados para  processamento

histopatolodgico: desidratagcdo com séries
crescentes de alcool (70° a 100°), a
diafanizacdo em xilol, impregnacdo e
inclusdo em parafina, segundo métodos
habituais. Em micrétomo, aos
fragmentos tissulares foram seccionados

em espessura de 3,0 pm e
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subsequentemente submetidos a

coloracéo hematoxilina-eosina e
tricomico de Masson, e examinados ao

microscopio 6ptico.

4 Determinacao da CLso com Artemia
salina Leach

Determinou-se a Concentragao
Letal para 50% da populagdo (Clso)
utilizando o microcrustaceo Artemia
salina Leach. Os metanauplios da
Artemia salina Leach foram obtidos por
meio da eclosdo em agua do mar de 25
mg de cistos incubados sob luz. Foram
preparadas em triplicatas as seguintes
concentracdes de EBS: 1.000 pg/ml, 750
pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml
e 50 yg/ml. Em cada tubo colocou-se 10
a 12 Artemia salina Leach. ApGs 24 h de
exposicdo, fez-se a leitura de quantas
morreram por tubo e os valores foram
lancados no programa PROBITOS que,
por meio de uma equagao Y = ax + b,

fornece a Clsg.

5 Avaliacao laboratorial do sangue
Ap6s 14 dias da administracdo da
dose de 4 g/kg, foram coletadas
amostras de sangue intraventricular de
todos os animais, machos e fémeas, dos
grupos tratados com EBS e dos grupos
controle. O sangue foi coletado em tubos
contendo anticoagulante EDTA, para
avaliacdo de parametros hematoldgicos
(hemograma completo e contagem de
plaguetas) e em tubos contendo gel
separador, que foram centrifugados por

10 minutos a 3.500 rpm, para obtencao

do soro, destinado a andlise bioquimica
(glicose, ureia, creatinina, transaminases
AST e ALT, colesterol, trigliceridios, acido
urico, fosfatase alcalina, proteinas totais

e fracdes, sodio, potassio, magnésio).

6 Microscopia 6ptica

A citologia sanguinea é geralmente
estudada em esfregacos preparados pelo
espalhamento de uma gota de sangue
sobre uma lamina. Dessa forma, as
células ficam estiradas, o que facilita a
observacdo de sua estrutura. Apés a
fixacdo, os esfregacos sanguineos foram

submetidos a coloragdo do tipo

Romanowsky.

7 Analise estatistica

Os resultados numéricos foram
expressos em média aritmética (x erro
padrao). As diferencas entre grupos
foram determinadas por meio do Teste t.
Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando

p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1 Determinacado da CLso com Artemia
salina Leach

A determinacdo da ClLsg que é
realizada por meio do uso de
metanauplios de Artemia salina Leach,
fornece um indicativo do nivel de
toxicidade de uma determinada
substancia. A literatura refere-se que
uma Clso inferior a 1.000 upg/mL,
apresenta uma potencial toxicidade para

0S 0organismos que possam ser expostos
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a ela. Esta metodologia que utiliza
Artemia salina Leach forneceu uma ClLsg
de 801,266 pg/mL para Vitex agnus

castus Linn. Os valores obtidos séao

~

préximos a 1.000 pg/mL, indicando uma
baixa toxicidade para esta planta (Figura

1).
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Figura 1: Curva CONCENTRAGAO Ug/mL Concentracdo-Resposta da

toxicidade do

extrato aquoso de Vitex agnus castus Linné sobre Artemia salina Leach.

2 Determinacdo dos parametros
hematolégicos e bioquimicos

Ap6s 14 dias de administracdo do
EBS da Vitex agnus castus Linn,
dissolvido em agua destilada (4 g/kg)
foram feitos os exames hematolégicos

(Tabela 1), cujas comparacdes com o0s

animais controle nao mostraram
mudancas significativas para nenhum
item considerado. Mesmo observando
valores diferenciados em alguns itens
como plaquetas e linfocitos, ambos néo
apresentaram significAncia estatistica.

Considerando os resultados obtidos na
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avaliacdo dos parémetros bioquimicos

(Tabela 2), podemos observar que

também nao houve alteracbes

grupo
controle excetuando-se a AST (aspartato

significativas relacionadas ao

transaminase) o0 que indica uma

alteracdo hepatica. As transaminases

existem em concentragcdes  muito

pequenas no sangue e sdo liberadas
pelos hepatécitos quando estes sofrem
algum tipo de injaria. Os aumentos nos
niveis plasmaticos de ALT observados
em nosso estudo foram estatisticamente
grupo
a alteracdo da AST

significativos em relacdo ao

controle. Porém,

apresentou aumento estatisticamente

significativo para as fémeas. Devido ao

fato de a AST ser essencialmente
mitocondrial e nd&o somente hepatica
como a ALT, a alteragcdo nos seus niveis
pode sugerir alteracbes em outros
6rgdos como rins, pulmdes e coracdo.
Contudo, o resultado ja era esperado,
pois a dose aplicada foi extremamente
elevada, chegando a 150 vezes a dose
usual. Isso é preconizado pela legislacao,
j& que essa fase aguda é chamada fase
de seguranca e temos que testar a
relacdo dose-efeito toxico. Considerando
administrada foi

que a dose

elevadissima, fez-se desnecessaria a
administracdo de outras doses para o
ensaio agudo, salvo se houvesse dano ou

morte nos animais

expostos.

Tabela.1l — Efeito do EBS da Vitex agnus castus Linn. (4 g/Z/kg) por via oral sobre
os parametros hematoldgicos em ratos Wistar adultos tratados com dose Unica

Parametros Controle Tratados

hematoldgicos Machos Fémeas Machos Fémeas
Hemacias (10°/mm®) 8,2+0,3 7,9+0,25 8,6 +0,44 8+0,14
Hemoglobina (g/dl) 15,8 +0,6 15,4 + 0,6 15,5+0,7 15,6 +0,4
Hematdocrito (%) 449+18 435+1,6 4588 +2,34 43,4+13
VCM (fL) 54,8 +1,14 54,5+ 0,6 53,4+0,9 53,7+0,9
HCM (pg) 19,3+0,5 19,3+0,3 18,1+0,4 19,4+0,3
CHCM (g/dL) 352+04 35,4+0,3 359+04 36,1+0,7
Leucocitos (10°/mm?) 4,44 0,87 5,82 +0,62 5,5+ 0,42 3,67+ 0,49
Neutrofilos (%) 32,25+ 7,58 23,5 +4,65 30+ 2,64 14,4+ 4,12
Eosinofilo (%) 1+0 1+0 1+0 1+0
Mondcitos (%) 1,4+0,54 1,25+0,5 6,5+0,7 1,25+0,5
Linfocitos (%) 74,25 + 7,67 73,8+5,8 68,25 + 5,31 81,4 + 3,43
Plaquetas (10°/mm®) 704,8 £ 57,77 761,25 + 52,32 905,7 +59,4 | 714,7 £61,3

Os valores representam as
médias = e.p.m. de 6 animais. “t” de
Student p<0,05 de probabilidade. VCM:
Médio; HCM:

Volume  Corpuscular

Hemoglobina Corpuscular Médio; CHCM:

Concentracéo de

Corpuscular Médio.

Hemoglobina
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Tabela.2 — Efeito da Vitex agnus castus Linn. (4 g/kg) por via oral sobre os
parametros bioquimicos em ratos Wistar adultos tratados com dose Unica

Parametros Controle Tratados

Bioguimicos Machos Fémeas Machos Fémeas
Glicose (mg/dL) 156,37 + 13 187,6 + 11,67 148,8 + 13,8 169,92 + 11,75
Ureia (mg/dL) 49,8 +4,9 47,06 + 6,89 448+2,4 46,2 + 2,35
Creatinina (mg/dL) 0,5+ 0,06 0,52 + 0,04 0,5+0 0,52 +0,04
Colesterol (mg/dL) 61,76 +4,61 90,66 + 9,74 59,5+6,2 86,2 +6,9
Trigliceideos (mg/dL) 84,72 + 27,16 444 +11,1 91,4 +29,2 477 +13,9
AST (U/L) 171 + 34,78 117,5+ 22,64 178,3 + 30,9 159,5 + 18,7
ALT (U/L) 70,4 + 11,14 55,8 +7,85 60,3 +10,4 59,2+7,3
Proteinas totais 6,6 +0,15 7,05 +0,17 6,45 + 0,15 6,88 +0,2
Sédio (mEg/L) 146,9+1,4 1456 +1,4 145,3+ 0,51 143,9£0,9
Potéassio (mEqg/L) 44+0,8 44+0,8 43+0,2 402 +0,52
Célcio (mEg/L) 10,9+1,0 11,6 +1,8 10,44 + 0,31 10,2 £ 0,28
Magnésio (mEq/L) 21,60 216+0 216 +0 216+0
Albumina (g/dL) 3,6+0,1 3,7+0,18 3,6+0,1 3,8 +£0,07

Os valores representam as médias + e.p.m. de 6 animais. “t” de Student p<0,05 de

probabilidade. AST:Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase.

CONCLUSAO

Baseado em nossos resultados
podemos concluir que o EBS da Vitex
castus Linn

agnus apresenta baixa

toxicidade por via oral. De maneira
geral, a sua administracdo aguda por
essa via ndo produziu efeitos toxicos
sobre o0s parametros bioquimicos e
hematolégicos em ratos de ambos os
sexos. Considerando que a dose
administrada foi elevadissima (4 g/kg),
fez-se desnecessaria a administracdo de
outras doses para o0 ensaio agudo, visto
que nao houve dano ou morte nos

animais expostos.
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