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INTRODUCAO

As plantas fazem parte da vida do homem desde seus primordios e sua importancia
nos diversos estagios de desenvolvimento da sociedade ¢ inegéavel.

Até o inicio do século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e/ou extratos vegetais e esses recursos ndo diferiam muito dos
remédios utilizados hoje em dia na medicina popular (SCHENKEL et al., 2002). Com o
desenvolvimento da farmacologia, da quimica orgénica e da bioquimica, os medicamentos de
origem sintética tomaram aos poucos o lugar das plantas medicinais. Apesar disso, nas ultimas
décadas, alguns fatores contribuiram para mudar essa postura, dentre eles: os efeitos
indesejaveis e prejudiciais dos medicamentos sintéticos — observados tanto no uso correto
como no uso abusivo, a preferéncia dos consumidores por terapias naturais e o dificil acesso
da populagdo aos medicamentos sintéticos (SIMOES et al., 1998; CALIXTO, 2000).

No entanto, essa intensificagdo no uso de plantas para fins medicinais vem ocorrendo
ndo apenas em paises em desenvolvimento, mas também nos desenvolvidos. Prova disso ¢
que, nos Estados Unidos, foi estimado que pelo menos um em cada trés americanos utilizou
plantas medicinais em 1998 (MAR & BENT, 1999).

No Brasil, cerca de 40% dos produtos farmacéuticos produzidos t€m principios ativos
retirados de plantas e a utilizacdo popular das plantas medicinais provém de diferentes origens
e culturas tradicionais, principalmente de indios brasileiros, e da cultura e tradi¢cdo africana e
européia (SIMOES et al., 1998).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS), observando a franca expansido do uso de
plantas medicinais e fitoterapicos nas ultimas décadas em todo o mundo, vem estimulando o
uso da medicina complementar/alternativa nos sistemas de saude, de forma integrada as
técnicas da medicina ocidental modernas. No documento “Estratégias da OMS sobre
Medicina Tradicional 2002-2005”, a OMS preconiza o desenvolvimento de politicas
observando os requisitos de seguranca, eficacia, qualidade, uso racional e acesso a esses

tratamentos (WHO, 2002).
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Com base no trabalho da OMS, o Ministério da Saude oficializa a politica de praticas
interativas e complementares no SUS, reconhecendo que a fitoterapia ¢ um recurso
terapéutico caracterizado pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas e que tal abordagem incentiva o desenvolvimento comunitario, a solidariedade
e a participagdo social (BRASIL, 2006).

Contudo, mesmo que a maior parte das espécies vegetais tenha potencial terapéutico,
as plantas consideradas medicinais pela populacdo ainda sdo aquelas testadas ao longo de
muitos anos e que de alguma forma, cientifica ou empiricamente, tenham resultados
comprovados (MARTINEZ et al., 2000).

No entanto, de acordo com a legislacdo atual, adotada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004), as espécies vegetais selecionadas para uso necessitam
de comprovacdo cientifica de sua eficicia e seguranca terapéutica, pois o uso de plantas
medicinais, drogas vegetais e até de fitoterapicos pode estar relacionado com diferentes
efeitos colaterais.

No estado de Mato Grosso do Sul, a aquisicdo de plantas medicinais de comunidades
rurais, raizeiros e/ou curandeiros ¢ uma pratica comum. Muitas dessas plantas sdo encontradas
em diversas formas para consumo. Entretanto, o uso indiscriminado de chés, garrafadas e/ou
extratos, pode acarretar danos a saide do usudrio, uma vez que as comunidades urbanas e
rurais utilizam-se das plantas sem possuirem o conhecimento sob o ponto de vista quimico,
farmacoldgico, toxicoldgico e, inclusive, de qualidade. Em um levantamento realizado em
Campo Grande (MS) em duas épocas distintas: 1992 (SIQUEIRA et al., 1994) e 2002
(NUNES et al., 2003) junto aos raizeiros que operam no centro da cidade, foram detectadas
informagdes referentes as plantas mais solicitadas pelos consumidores e/ou indicadas pelos
raizeiros, bem como suas indicacdes terapéuticas. Na Tabela 1 pode-se observar as plantas

mais solicitadas aos raizeiros de Campo Grande, segundo o levantamento realizado em 2002.
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Tabela 1. Plantas medicinais mais solicitadas aos raizeiros e/ou por eles indicadas. Campo Grande, 2002.

Nome popular Nome cientifico Familia Atividade bioldgica (indicagdo popular)
Cancorosa Maytenus cf. Celastraceae Depurativo do sangue, infec¢des cutineas e
Macrodonta Reissek renais, cicatrizante, antiinflamatorio, ulceras,
gastrite, cancer.
Carqueja Baccharis trimera Asteraceae Dores no estdmago, azia, ma-digestdo, gastrite,
(Less.) DC anemia, inflamag&o, dores no figado, diabete,
emagrecedor, reumatismo.
Jatei-ka-ha Archyrocline alata Asteraceae Infeccdo no utero e prostata, hérnia, bronquite,
(Kunth) DC apendicite, dores no estdmago, labirintite,
Barbatimao Stryphnodendrom Leguminosae Cicatrizante, feridas, para higiene pessoal,
adstringens (Mart.)  Faboideae dores de garganta, coceiras.
Coville
Algodaozinho  Cochlospermum Cochlospermaceae Infecgdes uterinas, infecgdes na prostata,
regium (Schrank) feridas internas e externas, laxante, depurativo
Pilg. do sangue.

FONTE: NUNES et al., 2003.

No trabalho de Nunes et al. (2003), foi encontrada constancia de espécies nos dois
levantamentos realizados em periodos bastante distintos e a correlagdo positiva entre a
automedicac¢do e as plantas mais indicadas e/ou solicitadas, constatacdes estas que ddo suporte
ao pressuposto de que as plantas fazem parte do arsenal terapéutico da medicina popular.

Ainda neste estudo, observou-se que a automedicacdo ¢ uma pratica bastante
difundida. Em nosso pais, a extensao dessa pratica ndo ¢ conhecida com precisdo, mas apenas
por meio de levantamentos parciais e limitados. O uso indiscriminado de associagdes € 0
grande numero de medicamentos (alopaticos, homeopaticos e fitoterapicos) disponiveis
causam prejuizos consideraveis a satde (AUTOMEDICACAO, 2001).

No que se refere as plantas medicinais, o uso indiscriminado ocorre principalmente
sob a justificativa de que o que ¢ natural ndo faz mal, sendo utilizadas inclusive durante a
gestacdo, fazendo com que gestantes e lactantes constituam um grupo populacional que
culturalmente recorre ao uso de plantas medicinais (RIO DE JANEIRO, 2002). No entanto, o
risco do uso indiscriminado destas plantas ¢ elevado, uma vez que o efeito da maioria delas ¢
desprovido de qualquer fundamentacao cientifica (evidéncias) e a manipulagdo dessas plantas

por leigos pode comprometer sua qualidade (AUTOMEDICACAO, 2001).
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1 GENERO Baccharis

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae, a qual concentra grande niimero
de espécies com potencial terapéutico, algumas utilizadas na medicina popular e também na
producdo de fitoterapicos.

Baccharis trimera (Less.) DC ou Baccharis genistelloides var. trimera (Less.) Baker
(Figura 1) ¢ uma das espécies mais utilizadas no Brasil, sendo conhecida como carqueja ou
carqueja amarga. E originaria da América do Sul e cresce em campos e beira das estradas

(SIMOES et al., 1998).

Entre os habitantes do campo e das cidades, a infusdo ou o decocto preparados com
parte aérea da planta sdo utilizados como estomaquico, anti-reumatico, anti-helmintico, em
problemas do figado, enfermidades do bago, bexiga, inflamac¢do das vias urindrias, e em casos
de mé circulacdo, diabetes, gastroenterite, anorexia e resfriado, bem como no tratamento
topico de feridas e ulceragdes (SIMOES et al., 1998; LORENZI, 1991).

Dentre os constituintes quimicos de Baccharis trimera descritos estdo lactonas
diterpénicas, sesquiterpenos, flavonodides, saponina, taninos, polifendis e oleo essencial:
acetato de carquejol, nopineno, calameno, o e B cardineno, eledol, eudesmol, sendo que
destes, o carquejol é considerado o principal constituinte ativo (SIMOES et al., 1998; SOUSA
etal., 1991).
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Algumas de suas propriedades farmacoldgicas, bem como o0s principios ativos
envolvidos, ja foram pesquisados. A atividade hepatoprotetora do extrato aquoso de B.
trimera foi relatada por Soicke et al. (1987), sendo que dos cinco flavonodides isolados e
testados contra intoxicagdo hepatica experimental, a hispidulina demonstrou ser a mais eficaz.

Gamberini et al. (1991) utilizando o extrato aquoso de B. trimera em ratos e
camundongos constataram uma reducao do transito intestinal comprovando a indicagao
popular da planta como anti-diarréica e anti-espasmoédica e, uma redugdo tanto na secrecao
acida do estomago quanto no aparecimento de lesdes gastricas, induzidas por estresse,
comprovando a indica¢do popular da planta como antiacido e antidispéptico.

Os ecfeitos antiinflamatorio e analgésico do extrato aquoso de B. trimera foram
demonstrados por Gené et al. (1992), quando da administragdo intraperitoneal em ratos, sendo
o flavonodide rutina e uma mistura de saponinas considerados principais componentes ativos
na prevencao da biossintese de prostaglandinas via cicloxigenase, produzindo uma inibig¢ao de
edema semelhante a inibicdo promovida pelos antiinflamatérios ndo esteroidais (GENE et al.,
1996).

A atividade antimutagénica in vitro da planta foi atribuida aos flavonoides luteolina,
apigenina, cirsimaritina e hispidulina, com 90,9%, 85,2%, 81,0% e 77,2% de atividade
antimutagénica, respectivamente (NAKASUGI & KOMALI, 1998), sendo necessario o ensaio
in vivo para estudar os efeitos da absor¢do e metabolizagdo do organismo sobre os flavondides
identificados, a fim de comprovar uma possivel utiliza¢do da planta na prevencdo do cancer.

Avancini et al. (2000) demonstraram a atividade antimicrobiana (bacteriostatica e
bactericida) do decocto de B. trimera em amostras de algumas bactérias Gram-positivas ¢
Gram-negativas in Vvitro, possibilitando sua utilizagdo como anti-séptico e¢ desinfetante e
mostrando a correlagdo entre os dados experimentais e o uso relatado popularmente.

Esta espécie ja teve seus efeitos relaxantes da musculatura lisa vascular evidenciados
por Torres et al. (2000), sendo que o fracionamento do extrato cloroférmico produziu o
flavondide eupatorina e um diterpeno, os quais foram identificados como ativos no bloqueio
das contragdes da musculatura lisa da veia porta de ratos, efeito que correlaciona a
vasodilatag¢do e a melhora na circulacdo sangiiinea referida na medicina popular.

Hnatyszyn et al. (2003) também identificaram o relaxamento da musculatura lisa do
corpo cavernoso de cobaias, atribuindo o efeito aos compostos fendlicos e flavonoides obtidos

dos extratos extraidos com metanol e diclorometano.
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Os efeitos anti-artritico e hipoglicemiante em camundongos foram descritos por
Coelho et al. (2004) que obtiveram uma eficiéncia de 86% no tratamento contra artrite com o
extrato aquoso de B. trimera, além de reducédo da glicose plasmatica e dos niveis de colesterol.

Januario et al. (2004) identificaram um neoclerodano diterpendide com agdo
inibidora sobre metaloproteases presentes no veneno de Bothrops (jararaca), demonstrando as
propriedades anti-hemorragica, antiproteolitica, antimiotoxica e antiedematogénica de B.
trimera.

O sinergismo in Vvitro entre extrato de B. trimera e drogas antimicrobianas utilizadas
contra 15 cepas de Staphylococcus aureus foi evidenciado por Betoni et al. (2006) que
demonstraram a atividade antimicrobiana da planta e confirmaram o sinergismo da carqueja
com tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, vancomicina e penicilina.

Embora varios trabalhos com B. trimera confirmem sua eficacia no que se refere a
indicagdo popular, pouco se conhece sobre seus efeitos na gestagao.

A Resolugao n°. 1757, da Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro (RIO DE
JANEIRO, 2002), contém uma listagem de drogas vegetais medicinais de uso contra-indicado
durante o 1° trimestre de gestacdo e lactacdo, enquanto os estudos toxicologicos sobre sua
utilizagdo nao estejam concluidos. Dentre as plantas relacionadas, a carqueja € contra-indicada
para uso na gestagdo sob justificativa de ser relaxante da musculatura uterina, baseado no

trabalho de Torres et al. (2000).

2 DIRETRIZES PARA ESTUDOS DE TOXICIDADE PARA O DESENVOLVIMENTO IN
VIVO

Os resultados obtidos de testes realizados in vitro ndo podem ser extrapolados para
tecidos humanos, pois se devem levar em consideragdo as particularidades dos mecanismos de
absor¢do, acumulagdo e eliminagdo de agentes quimicos, € o grande nimero das possiveis
interagdes entre as centenas ou milhares de compostos, os quais, in Vvivo, poderdo levar a
efeitos aditivos, sinergisticos ou antagonicos, que ndo podem ser simuladas em teste in vitro.

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) possui diretrizes para avaliar a toxicidade
potencial para o desenvolvimento pré-natal associado a exposicdo humana aos agentes

externos. Com base em estudos experimentais em animais, muitos agentes externos sao
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considerados causadores de toxicidade, enquanto outros sao suspeitos de causar toxicidade

para o desenvolvimento humano (U.S. EPA, 1991).

2.1 Estabelecimento da dose e via de administracdo da substancia

Estudos com animais de laboratério sdo utilizados para identificar a relagdo entre a
dose e a exposicao a uma substancia e os efeitos adversos associados. Para identificar o risco,
ou seja, a probabilidade de ocorrer efeito adverso associado a exposi¢cdo a agentes quimicos
deve-se estabelecer a dose com base em informacgdes obtidas sobre as doses que a populagao
humana estd comumente exposta (MANSON & KANG, 1989).

A administra¢do da substancia teste deve ser aproximadamente no mesmo horério e,
de acordo com a recomendacgao da literatura especializada, a via de administragdo deve ser a

mesma utilizada pela populagao humana (MANSON & KANG, 1989).

2.2 Modelo experimental

O rato ¢ o segundo mamifero mais freqiientemente utilizado na pesquisa biomédica,
sendo considerada a espécie padrio para estudos toxicologicos, teratologicos e
carcinogénicos. Caracteristicas como periodo gestacional reduzido, docilidade e pronta
disponibilidade de animais com padrao sanitario e antecedentes genéticos bem definidos sao
responsaveis pela importancia do rato como animal de experimentagdo (KOHN &

CLIFFORD, 2002).

2.3 Manejo dos animais em experimentos toxicoldgicos

Os animais devem ser tratados, mantidos e alojados de acordo com as recomendagdes
do “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1996).

Para minimizar a influéncia de fatores ambientais, os animais devem ser aclimatados

durante dez dias antes do inicio dos acasalamentos (MANSON & KANG, 1989).
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As fémeas devem ser nuliparas e o acasalamento deve ser realizado colocando-se até
trés fémeas na caixa de um macho, sendo realizada a confirmacgdo da prenhez pela observacao

de espermatozodides no esfregaco vaginal (MANSON & KANG, 1989).

2.4  Avaliacdo da toxicidade materna

Alguns fatores servem como possiveis indicadores de toxicidade materna incluindo
mortalidade, peso corporal, ganho de peso corporal, peso dos o6rgdos, consumo de agua e
alimentos, sinais clinicos de toxicidade, lesdes macroscopicas e microscopicas, além do ganho
de peso médio corrigido, sendo este obtido pela diferenga entre peso corporal materno inicial
e final menos o peso do utero gravido (U.S. EPA, 1998).

Durante o estudo, cada animal deve ser observado duas vezes ao dia. Primeiramente,
realiza-se a observacdo comportamental com o animal dentro de sua caixa, seguida de exame
clinico que deve ser feito no momento de registro dos pesos corporais (U.S. EPA, 1998).

Além do exame clinico, em estudos toxicologicos ¢ comum avaliar a concentragdo de
numerosas substancias orgénicas e inorganicas, que sdo selecionadas com base na medicina
clinica humana (LOEB, 1997). Além da avaliagdo dos elementos figurados do sangue, a
analise da alanina aminotransferase (ALT) e sorbitol desidrogenase sdao importantes para
avaliar a funcdo hepatica, enquanto uréia e creatinina sdo importantes para avaliar a funcao
renal (THOMPSON, 1992), sendo também relevante incluir andlise de proteina total,
albumina, glicose, trigliceridios e colesterol (WEINGAND et al., 1992).

A andlise histologica também ¢ uma importante ferramenta nos estudos
toxicologicos, uma vez que alteracdes na estrutura e organizacao das células, tecidos e 6rgaos
permite a identificagdo da lesdo tissular e orgéanica, essencial na definicdo dos padrdes
morfolégicos e clinicos da doenga.

A interacdo entre o estudo histologico e a avaliagdo bioquimica ¢ particularmente
uma vantagem para o toxicologista, sendo mais efetiva na identificagdo da intoxica¢do. Essa
interagdo ¢ evidenciada por Travlos et al. (1996) que relatam existir associagdo entre
histopatologia hepatica e alteragdes séricas de alanina aminotransferase (ALT) e entre

histopatologia renal e alteracdes séricas de uréia e creatinina.
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2.5 Considerages sobre o desenvolvimento pré-natal

A gestagdo do rato dura aproximadamente 21 a 23 dias, sendo dividido em trés
periodos (GUIMARAES & MAZARO, 2004):

- Pré-implantagdo ou “tudo ou nada” — abrange do 1° ao 5° dias de gestagdo, periodo
caracterizado pela formagdo do blastocisto e inicio da implantacdo. As caracteristicas deste
periodo se aproximam do periodo da fertilizacdo até a segunda semana de desenvolvimento
embriondrio na gestacdo humana, conforme Moore & Persaud (2004);

- Organogénico — do 6° ao 15° dias de gestagdo, término da implantagdo e periodo de
formacdo dos tecidos e Orgaos. As caracteristicas deste periodo se aproximam do periodo de
terceira a oitava semanas de desenvolvimento embriondrio na gestagdo humana (MOORE &
PERSAUD, 2004);

- Fetal — do 16° ao 21° dias de gestagdo, periodo no qual o feto ja& com os o6rgaos
formados inicia seu crescimento intra-uterino, com maturacdo funcional dos orgaos. As
caracteristicas deste periodo se aproximam do periodo de nona semana de desenvolvimento
até o nascimento (MOORE & PERSAUD, 2004).

O conhecimento desses periodos ¢ fundamental para as pesquisas na area de
toxicologia da reproducao. O periodo mais critico do desenvolvimento ¢ o periodo da
organogénese, quando tecidos e oOrgdos estdo se diferenciando rapidamente, ficando
susceptiveis a interferéncia de agentes externos (teratdgenos) capazes de alterar seu
desenvolvimento aumentando a incidéncia de anomalias congénitas (MOORE & PERSAUD,
2004).

O parto, normalmente, ocorre no 21° e 22° dias de gestacdo. Sendo assim, para
realizagdo do estudo da ninhada, ¢ necessdrio que a gestacdo seja interrompida no 20° dia,
uma vez que recém-nascidos malformados ou com baixa viabilidade sdo frequentemente

canibalizados pelas genitoras.



22

2.6 Avaliacdo da toxicidade para o desenvolvimento

Os efeitos adversos para o desenvolvimento podem resultar da exposi¢do a um agente
toxico antes da concepg¢do, durante o desenvolvimento prenatal ou no periodo de maturacao
sexual (U.S. EPA, 1996).

Para a realizacao da cesariana em ratos ¢ recomendado o uso de éter etilico ou CO2
(TAYLOR, 1986), sendo contra-indicada a utilizacdo de barbitlricos, pois estes atravessam
rapidamente a placenta e causam depressao respiratoria nos fetos, dificultando a averiguacado e
contagem dos fetos vivos (ADRIANI, 1970).

Depois de retirados do utero, os fetos devem ser inspecionados sistematicamente,
para se certificar de que estejam vivos ou mortos e para a verificagdo de possiveis anomalias
estruturais externas.

Apods a classificacdo das anormalidades estruturais externas a prole deve ser
examinada para verificagao de anomalias viscerais e esqueléticas. Para analise visceral devem
ser feitos cortes/microdissec¢ao propostos por Barrow & Taylor (1969) e Wilson (1965). Para
a analise esquelética os fetos devem ser preparados pelo método de diafanizagdo e coloragdo
por Alizarina red, conforme Staples & Schnell (1964).

De acordo com Chahoud et al. (1999), as anormalidades estruturais podem ser
variagdes ou malformacdes. O termo variagdo ¢ usado para indicar uma divergéncia no
desenvolvimento estrutural usual, podendo ndo afetar adversamente a saide ou a
sobrevivéncia. A malformacdo ¢ usualmente definida como mudanca estrutural permanente
que afeta adversamente a sobrevivéncia e o desenvolvimento das espécies sob investigagao.
Os agentes capazes de causar malformacdes sdo considerados teratogénicos, ao passo que
agentes causadores de variagdes sdo considerados embriotoxicos (MANSON & KANG,
1989).

Malformagao congénita ¢ o termo utilizado para descrever perturbagdo do
desenvolvimento presente ao nascimento que, em humanos, ¢ a principal causa de mortalidade
neonatal, sendo a quinta maior causa de perda potencial de vidas antes dos 65 anos (SADLER,
2005). Em 40 a 60% das pessoas com malformacdes congénitas a causa ndo é conhecida.
Fatores genéticos sdo responsaveis por cerca de 20% dos casos; fatores ambientais produzem
aproximadamente 10%, enquanto uma combinacdo de influéncias genéticas e ambientais
(herancga multifatorial) causa 20 a 25% dos defeitos (SADLER, 2005).

Ao se pesquisar a possibilidade de uma droga ou um composto quimico causar uma

malformagdo (efeito teratogénico), trés principios importantes devem ser considerados:
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periodos criticos do desenvolvimento — o periodo mais critico ¢ o periodo da organogénese,
quando a divisdo e a diferenciagdo celular e a morfogénese estdo em seu ponto maximo;
dosagem da droga ou composto quimico — pesquisas em animais mostraram uma relacao
dose-resposta para os teratogenos, indicando que quanto maior a exposicdo durante a
gestacdo, mais grave ¢ o efeito fenotipico; e gendtipo do embrido — numerosos exemplos em
animais experimentais € varios casos suspeitos em seres humanos demonstram existir
diferengas genéticas na resposta a um teratdogeno, indicando que o gendtipo do embrido
determina se um agente teratogénico perturbara seu desenvolvimento (MOORE &
PERSAUD, 2004).

Embora os embrides humanos estejam bem protegidos no tutero, agentes externos
podem causar perturbagdes no desenvolvimento apos a exposi¢do materna a eles.

Diante do exposto, conclui-se que o uso indiscriminado de plantas medicinais ¢ uma
realidade em todo o mundo. Por isso, ¢ necessario que mais pesquisas sejam realizadas no
intuito de avaliar os efeitos das plantas nos sistemas bioldgicos, a fim de esclarecer a
populagdo em geral e aos profissionais da satide sobre os riscos do uso indiscriminado de
espécies vegetais.

Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, a carqueja ¢ a segunda planta mais
consumida pela populagdo local, inclusive na gestacao, e poucas sdo as informagdes
disponiveis sobre a possibilidade de efeito toxico para as gestantes e fetos.

Assim, este trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos da ingestdo oral do extrato
hidroetanolico de Baccharis trimera por ratas prenhes e investigar a ocorréncia de alteragdes
externas, viscerais, esqueléticas e histologicas nos fetos das ratas expostas ao extrato
hidroetanolico de Baccharis trimera do 1° ao 19° dias de prenhes e do 6° ao 15° dias de

prenhes.
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Resumo

O trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do extrato hidroetanélico de Baccharis trimera na gestagdo de
ratos Wistar. Foram avaliadas 35 ratas prenhes distribuidas em trés grupos: os tratamentos 1 e 2 receberam
8,4mg/kg do extrato, por via oral, do 1°ao 19° e do 6° ao 15° dias de prenhez (DP), respectivamente, enquanto o
grupo controle recebeu dgua destilada do 1° ao 19° DP, também por via oral. As ratas foram pesadas nos dias 1,
6, 15 e 20 de gestacdo. No 20° DP os animais foram anestesiados e submetidos a colheita de sangue, laparotomia,
pesagem e avaliacdo histologica de figado, rins e bago maternos. Nao houve indicativo de toxicidade materna
observavel por critérios clinicos nem alterag@o no ganho de peso corrigido e nos pardmetros hematoldgicos.
Houve diferengas significativas nos niveis séricos de uréia ¢ peso dos rins entre o tratamento 1 ¢ o controle.
Houve alteragdes histopatologicas significativas nos rins e figado das ratas de ambos os tratamentos. Os
resultados revelam que o extrato hidroetandlico de B. trimera administrado a ratas prenhes na concentragio de
8,4mg/kg ¢ toxico para células renais e hepaticas maternas, embora as alteragdes observadas sejam reversiveis

uma vez suspensa a utiliza¢ao do extrato.

Palavras-chave: Extrato Hidroetandlico, Asteraceae, Rattus norvegicus, Toxicidade.
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Abstract

The aim of this investigation was to evaluate the effect of the hydroethanolic extract of Baccharis trimera on
pregnant Wistar rats. The 35 female rats evaluated and distributed into three groups. Those in treatment groups 1
and 2 were given 8.4 mg/kg of the extract orally from gestational day (GD) 1 to 19 and from GD 6 to 15,
respectively, whereas those in control group received distilled water orally from GD 1 to 19. Body weights were
recorded on GD 1, 6, 15, and 20. On GD 20 all animals were anesthetized, blood samples were collected and
maternal liver, kidneys and spleen were weighed and processed for histological studies. No clinical signs of
maternal toxicity were observed. No changes in corrected body weight or in hematological parameters were
found. Urea levels and kidneys weight differed significantly between treatment 1 animals and controls. No
histopathological alterations were found in kidneys or liver in both treatment groups. The results revealed that the
hydroethanolic extract of B. trimera administered to pregnant rats at a concentration of 8.4 mg/kg is toxic to

maternal kidney and liver cells, although the alterations are reversible once administration is discontinued.

Keywords: Hydroethanolic Extract, Asteraceae, Rattus norvegicus, Toxicity.
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1. Introducgéo

A utilizacdo de plantas medicinais ¢ uma pratica generalizada na medicina popular, a qual a
populacdo tem recorrido como alternativa para tratamento e preven¢ao de doengas, em virtude
dos efeitos colaterais e dos altos pregcos dos medicamentos convencionais. Baccharis trimera
(Less) DC, conhecida popularmente como carqueja, € originaria da América do Sul e algumas
propriedades farmacologicas ja foram pesquisadas, tais como as aplicadas ao tratamento de
enfermidades do figado e do trato gastrointestinal (Soicke et al., 1987; Gamberini et al.,
1991), de processos inflamatérios (Gené et al., 1996) e de diabetes (Oliveira et al., 2005).
Além disso, em decorréncia dos seus principios amargos, purifica e elimina as toxinas do
sangue pela acdo diurética que exerce (Almeida, 1993). Contudo, apesar de varios trabalhos
com B. trimera confirmarem sua eficacia no que se refere a indicagao popular, sabe-se pouco
sobre os efeitos da planta para gestantes.

Para avaliar a ocorréncia de efeitos toxicos de substancias quimicas na gestagao deve-se
considerar que neste periodo ocorrem alteracdes fisiologicas que favorecem o aumento na
absorc¢do de drogas, como aumento na fung¢ao renal, decréscimo no metabolismo hepatico e
reducdo nos niveis de albumina plasmatica, o que aumenta a propor¢ao de drogas livres no
plasma da gestante (Hytten, 1984).

Por isso, diante do aumento da susceptibilidade a intoxica¢des observado na prenhez, além
da avaliagdo clinica comumente utilizada em estudos toxicoldgicos, € necessaria uma
avaliacao completa do estado de satide da gestante, incluindo avaliagdo hematologica,
bioquimica e histoldgica, como ¢ realizado rotineiramente em estudos toxicologicos com
adultos (Manson e Kang, 1989).

Além disso, de acordo com o protocolo experimental para estudos toxicoldgicos (U.S. EPA,

1991), para estimar o risco e obter informagdes sobre a seguran¢a na utilizagdo de um
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composto, a dose e a via de administracdo da substancia testada devem ser as mesmas as quais
a populacdo humana est4 exposta.

Assim, a presente investigacao objetivou avaliar o efeito do extrato hidroetandlico de
Baccharis trimera sobre parametros hematoldgicos e bioquimicos e avaliagdo hepatorrenal na

gestagdo de ratas expostas ao tratamento no periodo da organogénese e durante toda gestagao.

2. Material e métodos

2.1. Material boténico e preparacéo do extrato

A parte aérea de Baccharis trimera foi coletada no Horto de Plantas Medicinais (HPM) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados — MS, pela Dra. Maria do
Carmo Vieira. A exsicata de nimero 905 esta depositada no Herbario DDMS, em Dourados —
MS. O material botanico foi seco em estufa de circulacdo de ar forgada, a temperatura de 36 a
38°C. No Laboratoério de Farmacognosia da UFMS, em Campo Grande, o material vegetal foi
intumescido em solvente etanol 70° GL e macerado, foi feita percolagdo e eliminagdo do
solvente em rota-evaporador, seguido de secagem em dessecador. A massa resultante foi
dividida em aliquotas de 8,4mg/kg e diluidas em 0,3mL de agua destilada, sendo as aliquotas

estocadas e conservadas a -5°C até sua utilizacao.

2.2. Animais

Foram utilizadas 35 ratas (Rattus norvegicus) Wistar nuliparas, heterogénicas, de padrdao

sanitario convencional, com idade média de quatro meses e peso médio de 250g. Os animais

foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),
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alojados em gaiolas plasticas (490x340x160mm), de acordo com as recomendagdes
internacionais de densidade populacional (National Research Council, 1996) e mantidos no
Biotério de Experimentagdo da UFMS, com temperatura ambiente aproximadamente
constante (22°C + 2°C), umidade relativa de 55-75% e fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas
escuro. Os ratos receberam ra¢do granulada para ratos (Nuvilab-CR1, Nuvital Ltda, Curitiba,
PR, Brasil) e 4gua a vontade. O protocolo n® 112/2006 para uso de animais em
experimentacio foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMS e também

esta de acordo com National Research Council (1996).

2.3. Protocolo experimental

As ratas foram acasaladas por seis horas, com machos de fertilidade previamente
comprovada, considerando-se prenhe a rata cujo esfregaco vaginal continha espermatozoides
apos o periodo de acasalamento, designando-se este dia como o dia da fertilizacao (dia zero da
gestacao). Apos a deteccao da prenhez, as ratas foram distribuidas aleatoriamente nos trés
grupos experimentais.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os 35 animais foram
distribuidos em trés grupos de tratamentos: grupo 1 com 12 ratas — Baccharis trimera do 1° ao
19° dias de prenhez (DP), grupo 2 com 11 ratas — Baccharis trimera do 6° ao 15° DP e grupo 3
com 12 ratas — agua destilada do 1° ao 19° DP.

Tratamento 1: as ratas receberam 0,3mL/dia do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera
(EHBT) na concentragdo de 8,4mg/kg, por via oral, do 1° ao 19° DP.

Tratamento 2: as ratas receberam 0,3mL/dia, do EHBT na concentragdo de 8,4mg/kg, por

via oral, 6° ao 15° DP.
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Controle: as ratas receberam 0,3mL/dia de dgua destilada nos mesmos dias do tratamento 1,
também por via oral.

Neste periodo, os animais foram inspecionados duas vezes ao dia para observacao de
indicativos clinicos de toxicidade: alteragdes de atividade locomotora, piloere¢do, ocorréncia
de diarréia e morte (Manson e Kang, 1989).

As ratas, de ambos os tratamentos, foram pesadas nos dias 1, 6, 15 ¢ 20 de gestagdo. No 20°
DP, os animais foram anestesiados por inalacao de éter etilico e foi realizada a laparotomia
exploratdria. Em seguida, para coletar o sangue, as alcas intestinais foram afastadas
permitindo o acesso a artéria aorta abdominal. O sangue foi coletado a vacuo e acondicionado
em dois tubos com capacidade para 2mL cada: um com anticoagulante, destinado a
determinag@o dos parametros hematoldgicos, € o outro sem anticoagulante, para obtengdo do

soro para determinagdo dos parametros bioquimicos.

2.4. Parametros hematologicos

Os valores para eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina, hematocrito e os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados em analisador
automatico de células hematologicas Coulter T890, no Laboratdério Multilab. A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes sanguineas coradas com May-Griinwald-

Giemsa, sendo que em cada extensdo foram analisadas e contadas 100 células.
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2.5. Parametros bioquimicos

Para anélise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos e, em
seguida, foram determinadas as dosagens bioquimicas de glicose, uréia, creatinina, proteinas
totais, albumina, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Os
ensaios foram realizados no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario
(UFMS) utilizando-se analisador automatico Dade Behring Dimension, com kits comerciais

Dade Behring®.

2.6. Analise morfoldgica macroscopica e microscopica

Ap6s a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por exsangiiinac¢do ¢ o utero foi
pesado com os conceptos e, apos a remogao destes, sem os conceptos, para o calculo do ganho
de peso corrigido (ganho de peso materno do 1° ao 20° dias de prenhez menos o peso dos
conceptos). Posteriormente, rins, figado e bago maternos foram removidos, dissecados, ¢
inspecionados quanto a forma, coloragdo e consisténcia, sendo entdo pesados em balanca
analitica de precisdo Marte, modelo AL 500C, com sensibilidade de 0,01g.

Para anélise histologica foram retirados fragmentos representativos dos 6rgaos, os quais
foram fixados em solu¢ao de Bouin. Apos a fixacgdo, os fragmentos de tecidos selecionados
foram desidratados, diafanizados e emblocados em parafina. A seguir, foram realizados cortes
histologicos de 6um de espessura, que foram corados com hematoxilina e eosina, para

observagao de possiveis lesdes por meio de microscopia optica.
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2.7. Andlise estatistica

Para anélise dos dados com distribui¢do normal foi utilizada Analise de Variancia, seguido
do teste de comparagao multipla de Tukey, quando encontradas diferengas significativas. Os
demais dados foram analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagao
multipla de Dunn, no caso de diferencas significativas. As propor¢des foram analisadas pelo

Teste de Qui-Quadrado. O nivel de significancia admitido foi de o = 0,05.

3. Resultados

Durante o periodo de tratamento, nenhuma morte foi registrada. Nao foram observadas
alteracdes na atividade locomotora dos animais, nem ocorréncia de piloere¢do e diarréia.
Os pesos corporais maternos no tratamento 1, no periodo do 15° ao 20° dias de prenhez,

diferiram do grupo controle (Figura 1).

Tratamento 1
[ Tratamento 2
H Controle

Ganho de peso corporal (g)
N
(6]

Periodo gestacional (dias)

Figura 1. Ganho de peso corporal materno nos periodos gestacionais (dias
de prenhez): A — 1° a0 6°, B — 6° ao 15°, C — 15° a0 20° e D — 1° ao 20°
(ganho de peso materno sem o peso dos conceptos).

Tratamento 1: 8,4mg/kg de EHBT do 1° ao 19° dias de prenhez;

Tratamento 2: 8,4mg/kg de EHBT do 6° ao 15° dias de prenhez;

Controle: agua destilada do 1° ao 19° dias de prenhez.

a,b no mesmo periodo gestacional indicam diferenga significativa (Tukey,
p<0,05)
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Os resultados obtidos a partir na avaliagdo hematologica foram semelhantes entre os dois

grupos tratados com extrato hidroetandlico de carqueja e o grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros hematologicos (média + desvio padrio) de ratas prenhes.

Parametros hematologicos Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
(n=12) (n=11) (n=12)

Eritrocitos (10%/mm?) 6,39+ 0,35 6,59 £ 0,57 6,25+0,52
Hemoglobina (g/dl) 12,02 £ 0,63 12,34 +£0,79 11,62 £0,71
Hematocrito (%) 35,26 £2,05 36,85 +£2,82 34,37 +£2,53
VCM (fl) 55,19 + 0,82 55,86 + 0,96 54,82 £ 1,20
HCM (pg) 18,83 £ 0,20 18,76 + 0,54 18,63 £ 0,60
CHCM (g/dl) 34,11 £ 0,64 33,53 £ 0,95 34,11 +0,85
Plaquetas (10°/mm?) 1094,80 + 61,72 1141,44 +£ 155,07 1160,91+ 70,23
Leucécitos (10°/mm?) 7,59 +1,58 6,75 +2,40 6,70 = 1,22
Neutrofilos (%) 75,25 + 2,86 75,27 +3.23 74,38 £2,57
Linfocitos (%) 22,42 +£2.94 22,73 £ 3,64 23,08 £3,12
Mondocitos (%) 2,08 +1,17 1,91 +0,94 2,38+ 1,50
Eosinofilos (%) 0,17+ 0,39 0,09 £ 0,30 0,08 £ 0,28
Basofilos (%) 0,08 + 0,29 0+0,00 0,08 + 0,28

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de EHBT do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2 — 8,4mg/kg de EHBT do 6°
ao 15° DP e controle — agua destilada do 1° ao 19° DP.
VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média ¢ CHCM = concentragdo de
hemoglobina corpuscular média.
Teste Kruskal-Wallis (p>0,05)

Os resultados obtidos na avaliagcao bioquimica nao diferiram entre os tratamentos, exceto

para o valor da uréia que aumentou significativamente no grupo submetido ao tratamento com

EHBT do 1° ao 19° dias de prenhez — tratamento 1 (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros bioquimicos (média + desvio padrao) de ratas prenhes.

Parametros Bioquimicos Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
(n=12) (n=11) (n=12)
Glicose (mg/dL) 180,75 +29,01° 169,33 + 53,37 158,64 £ 17,26°
Uréia (mg/dL) 91,17 + 14,89° 80,64 £ 16,28 ° 70,73 £5,35°
Creatinina (mg/dL) 0,79+0,13* 0,75+0,12° 0,71+ 0,09
Proteinas totais (g/dL) 5,94+ 0,84° 6,57 £0,74% 6,19 +£0,65%
Albumina (g/dL) 329+046° 3,36+0,36° 3,20+040°
ALT (U/L) 58,58 £53,43° 52,55+12,93° 51,18+ 13,78°
AST (U/L) 88,33 +£5145° 75,20 +32,42° 63,50 £ 22,50

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de EHBT do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2 — 8,4mg/kg de EHBT do 6°
ao 15° DP e controle — agua destilada do 1° ao 19° DP.

ALT = alanina aminotransferase e AST = aspartato aminotransferase

Legenda: letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa (Teste Kruskal-
Wallis, p< 0,01)
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Nao foram encontradas diferencas no que se refere a analise macroscopica de rins, figado e
baco. Apenas o peso dos rins dos animais do tratamento 1 diferiu estatisticamente do controle

(Tabela 3).

Tabela 3. Peso (média + desvio padrdo) dos 6rgdos das ratas (g).

Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
(n=12) (n=11) (n=12)
Peso do rim direito 0,82+ 0,08° 0,76 £0,09* 0,73+0,05*
Peso do rim esquerdo 0,76 + 0,08° 0,74 £0,08% 0,72 £0,06?
Peso do figado 13,43 £1,86" 12,32 +1,37* 12,92 +1,42°
Peso do bago 0,69+ 0,09 0,69 +0,09° 0,64 +£0,06°

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de EHBT do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2 — 8,4mg/kg de EHBT do 6°
ao 15° DP e controle — agua destilada do 1° ao 19° DP.
Legenda: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p<0,05)

Em relagdo a analise microscopica dos 6rgaos maternos, ocorreram alteracdes
histopatologicas renais e hepaticas que diferiram significativamente nos animais dos
tratamentos 1 e 2, comparados ao controle (Tabela 4). Nao foram observadas alteragdes

histopatologicas no bago dos animais dos grupos tratados e do grupo controle.

Tabela 4. Ocorréncia (%) de alteragdes histopatoldgicas nos 6rgaos maternos de ratos.

Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
(n=12) (n=11) (n=12)
Rim direito 91,7* 81,8* 25,0
Rim esquerdo 91,7* 81,8% 25,0
Figado 58,3% 63,6* 16,7

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de EHBT do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2 — 8,4mg/kg de EHBT do 6°
ao 15° DP e controle — agua destilada do 1° ao 19° DP.
* p< 0,05 comparado ao controle. (Teste Qui-Quadrado)

O exame histopatoldgico do rim revelou a presenca de material granuloso amorfo
eosinofilico no espago da capsula de Bowman e hiperemia dos capilares glomerulares (Figura
2a, com respectivo controle 2b). As células do epitélio tubular evidenciaram tumefagao e
desaparecimento da borda em escova. Os tiibulos proximais mais intensamente afetados
apresentaram luz com deposito de material granuloso amorfo eosinofilico, discretamente

refringente (Figura 3a, com respectivo controle 3b).



Figura 2a. Fotomicrografia de corte histologico de
rim de rata tratada com 8,4mg/kg de EHBT do 1°
ao 19° dias de prenhez, evidenciando actmulo de
material granuloso amorfo eosinofilico no espaco
de Bowman (seta). HE, 400x.

Figura 3a. Fotomicrografia de corte histologico de
rim de rata tratada com 8,4mg/kg de EHBT do 1°
ao 19° dias de prenhez, evidenciando tumefagdo do
epitélio tubular (seta reta) e acimulo de material
granuloso amorfo eosinofilico discretamente
refringente na luz tubular (seta dobrada). HE, 400x.

Figura 2b. Fotomicrografia de corte histologico de
rim de rata do grupo controle (agua destilada do 1°
ao 19° dias de prenhez). HE, 400x.

A R e el TR X )
Figura 3b. Fotomicrografia de corte histologico
de rim de rata do grupo controle (dgua destilada
do 1°ao 19° dias de prenhez). HE, 400x.

39

A histopatologia do figado revelou tumefagdo celular difusa tendendo para degeneracio

vacuolar (Figuras 4a e 5a, com os respectivos controles 4b e 5b), sendo mais grave nos

hepatocitos localizados nas regides periportais.
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Figura 4a. Fotomicrografia de corte histologico de  Figura 4b. Fotomicrografia de corte histologico
figado de rata tratada com 8,4mg/kg de EHBT do  de figado de rata do grupo controle (4dgua

1° a0 19° dias de prenhez, evidenciando tumefagdo  destilada do 1° ao 19° dias de prenhez). HE, 100x.
celular e degeneragdo vacuolar dos hepatdcitos,

sendo mais afetados nas regides periportais (seta).
HE, 100x.

: wen JEDWES T, A% F .:_;-‘-.- 7 . 340
Figura 5a. Fotomicrografia de corte histologico de ~ Figura 5b. Fotomicrografia de corte histologico
figado de rata tratada com 8,4mg/kg de EHBT do  de figado de rata do grupo controle (4dgua
1° a0 19° dias de prenhez, evidenciando tumefagdo  destilada do 1° a0 19° dias de prenhez). HE, 400x.
celular e degeneragdo vacuolar dos hepatocitos

(seta). HE, 400x.

lag

4. Discussao

O acompanhamento dos pesos corporais ¢ um importante indicador para a avaliagcdo da
toxicidade de uma substancia. O tratamento, na concentracao de 8,4mg/kg, ndo interferiu no
peso materno, pois quando o peso do tutero gravidico foi descontado, o peso corrigido
mostrou-se semelhante entre os trés grupos experimentais. Sendo assim, a redugao
significativa encontrada no peso materno do tratamento 1 — 15° ao 20° dias de prenhez —

indica efeito toxico sobre o ganho de peso fetal, uma vez que o periodo fetal ¢ caracterizado
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pelo rapido ganho de peso, sugerindo grande acumulo de tecido adiposo subcutaneo, evento
predominante no segundo ter¢o deste periodo, conforme Moore e Persaud (2004).

Os parametros hematologicos semelhantes entre os grupos indicam que o extrato nao
produziu efeito hematotdxico, além disso, todos os resultados se mantiveram dentro dos
valores de referéncia para a linhagem e a idade (Sanderson e Phillips, 1981).

Em relacdo aos parametros bioquimicos, o fato das ratas ndo estarem em jejum alimentar
nas horas que antecederam a anestesia e coleta de sangue pode explicar o aumento, acima dos
valores de referéncia (Loeb e Quimby, 1999), dos niveis de uréia no soro dos animais dos trés
grupos experimentais, uma vez que a uréia ¢ um produto do metabolismo do nitrogénio, sendo
sua dosagem influenciada pela dieta. Este procedimento foi adotado para minimizar o estresse,
podendo ser realizado em virtude da interferéncia da lipemia nos testes bioquimicos clinicos
geralmente ndo constituir um problema comum em ratos, diferentemente do que se verifica
em outras espécies (Waner e Nyska, 1994).

Por outro lado, 0 aumento significativo nos niveis séricos de uréia associado ao aumento do
peso dos rins dos animais tratados do 1° ao 19° DP (tratamento 1) pode indicar altera¢dao no
funcionamento renal, sendo esta confirmada pelas altera¢des histopatologicas encontradas no
orgao. Embora também tenham ocorrido alteragdes histopatologicas significativas nos rins das
ratas tratadas do 6° ao 15° DP (tratamento 2), a ndo observagao de aumento significativo nos
niveis séricos de uréia, possivelmente, se deve a suspensao do tratamento com extrato
hidroetanolico de B. trimera quatro dias antes do final do tratamento 1, possibilitando que o
orgao se recuperasse da influéncia do extrato, o que se refletiu no momento da coleta de
sangue neste grupo.

O rim ¢ particularmente vulneravel aos efeitos de agentes toxicos, devido a alta taxa de
perfusdo e a habilidade de concentrar muitas substancias na luz tubular (Finco, 1997), o que

pode se agravar na gestagdo, devido ao aumento fisiologico de até 50% na taxa de filtragdo
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glomerular (Hytten, 1984). Esta alteragdo fisiologica pode estar relacionada ao aparecimento
de alteragdes histopatoldgicas em trés animais do grupo controle (25%). Entretanto, a
observagao de 91,7% e 81,8% de alteragdes nos rins dos animais dos tratamentos 1 ¢ 2,
respectivamente, sugere que as alteragdes renais observadas, possivelmente, se desenvolveram
por agdo toxica do extrato hidroetandlico de B. trimera sobre o 6rgdo, sugerindo a ocorréncia
de vasoconstri¢ao e contragao do mesangio, ocasionando reducdo na area de superficie
glomerular eficaz e, consequentemente, reducio na taxa de filtragdo glomerular, elevando os
niveis séricos de uréia, conforme descrito por Nissensson (1998).

O material granuloso amorfo eosinofilico presente no espacgo da capsula de Bowman ¢
sugestivo de perda de proteinas que possivelmente foi causada pela perda das interagdes
adesivas das células epiteliais viscerais com a membrana basal glomerular com conseqiiente
separagdo destas, conforme descri¢cdes de Cotran et al. (1996), podendo ter sido induzida pela
exposicao ao extrato hidroetanolico de B. trimera na concentragio de 8,4mg/kg.

A destrui¢do das microvilosidades dos tibulos proximais evidenciada nos tratamentos
resultou da lesdo quimica causada pelo extrato hidroetanolico de B. trimera, uma vez que os
tubulos proximais sdo particularmente susceptiveis a agdo de agentes toxicos, pois estes sao
frequentemente reabsorvidos neste local (Maxie, 1993). No entanto, a lesdo do epitélio tubular
observada apos ingestdo do extrato hidroetandlico de B. trimera pode ser caracterizada como
lesdo reversivel, conforme descrito por Maxie (1993).

Outra alteracdo sugestiva do efeito toxico do extrato hidroetanolico de B. trimera foi a
presencga de depdsitos de material granuloso eosinofilico na luz tubular que, comumente
consistem de células epiteliais descamadas e debris celulares, como membranas da borda em
escova e organelas intracelulares, combinadas com proteinas intratubulares (Cowgill e Elliott,
2004). A presenca desses depodsitos na luz tubular, possivelmente levou a obstrugdo dos

tubulos renais, dificultando o fluxo do filtrado glomerular e aumentando a pressdo hidrostatica
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intratubular, ocasionando extravasamento retrégrado do fluido intratubular, agravando ainda
mais a lesdo glomerular, o que esta de acordo com a descricdo de Cowgill e Elliott (2004).

O figado, por ser o principal érgao responsavel pelo metabolismo e pela detoxificagdo de
xenobidticos, esta sujeito a danos induzidos por enorme variedade de substancias quimicas
(Tennant, 1997). Na gesta¢ao esta susceptibilidade estd aumentada, uma vez que neste periodo
ha um decréscimo no metabolismo hepatico e uma reducao de até 60% no nivel de albumina
plasmatica, aumentando a propor¢ao de drogas livres no plasma da gestante (Hytten, 1984).
Estas alteracoes fisiologicas podem ser responsaveis pelo aparecimento das alteragdes
histopatologicas no figado de dois animais do grupo controle (16,7%). No entanto, as
alteracdes histopatologicas significativas encontradas em 58,3% e 63,6% dos animais dos
tratamentos 1 e 2, respectivamente, possivelmente foram decorrentes do efeito do extrato
hidroetanolico de B. trimera, na concentracdo de 8,4mg/kg, sendo a tumefagao celular a
primeira manifestacdo de lesdo as células, aparecendo sempre que as mesmas sao incapazes de
manter a homeostasia ionica e hidrica. Com o aciimulo continuo de dgua dentro das células,
surgem espacos claros dentro do citoplasma, levando a degeneragdo vacuolar, sendo
reversivel assim que cessada a exposi¢cdo ao agente toxico (Cotran et al., 1996).

A auséncia de alteragdes na coloragdo, na consisténcia e no peso do figado dos animais
corrobora com Grance et al. (2004) que administraram o mesmo extrato e concentragdo em
ratas prenhes, do 6° ao 15° DP. Além disso, as alteragdes observadas sdo iniciais e reversiveis,
nao sendo suficientes para alterar significativamente os niveis séricos de ALT, enzima
indicadora de les@o nos hepatdcitos, sendo hepato-especifica no rato (Hoffmann et al., 1999),
devido ao periodo de tratamento.

Diante do exposto, concluimos que o extrato hidroetandlico de B. trimera administrado a
ratas prenhes, na concentragao de 8,4mg/kg, ¢ toxico para células renais e hepaticas maternas,

apesar das alteragdes observadas serem reversiveis possibilitando a recuperagao tecidual apos



44

a suspensao da utilizagao do extrato. Concluimos, ainda, que essa concentracao nao ¢
suficiente para causar hematotoxicidade, alteracdes nos pesos corporais maternos, nem

toxicidade observavel por critérios clinicos.
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Resumo

Neste trabalho foi avaliado o efeito do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera, na concentra¢do de
8,4mg/kg, em ratas prenhes e prole tratados do 1° ao 19° e do 6° ao 15° dias de prenhez (tratamentos 1 e 2,
respectivamente) em comparagdo com controles (dgua destilada). Foram analisados pesos maternos nos dias 1, 6,
15 e 20 de gestagdo; peso de ovarios e Utero; peso e histologia de figado e rins; contagem, peso, tamanho e
avaliagdo externa, visceral e esquelética dos fetos. Houve alteragdo no peso dos rins no tratamento 1 e na
histopatologia renal e hepatica em ambos os tratamentos. Foi observada reducdo na implantagdo e aumento nas
perdas pré-implantagdo no tratamento 1. Foi detectada placentomegalia em ambos tratamentos, aumento na
ocorréncia de malformagdes viscerais e variagdes esqueléticas, redugdo no peso e tamanho fetal e na ossificagdo
no tratamento 1. Os resultados revelam que o extrato hidroetanélico de B. trimera, na concentragdo utilizada, é
toxico para gestantes e para o desenvolvimento embriofetal, sendo que as alteragdes encontradas na prole

possivelmente ndo sejam efeito direto do extrato, e sim conseqiiéncia da toxicidade materna induzida por este.
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Abstract

The present study investigated the hydroethanolic extract of Baccharis trimera on pregnant rats when
administered at a concentration of 8.4 mg/kg from gestational day (GD) 1 to 19 and 6 to 15 (treatments 1 and 2,
respectively), as compared to controls given distilled water. Maternal body weights were recorded on GD 1, 6, 15
and 20. Ovaries and uterus were weighed; liver and kidneys were weighed and examined microscopically;
fetuses were counted, weighed, measured, and evaluated for external, visceral, and skeletal alterations. Changes
were found in kidneys weight in treatment 1 and in hepatorenal histopathological features in both treatments.
Implantation rate was decreased and preimplantation loss rate was increased in treatment 1. Placentomegaly was
detected in both treatments, whereas in treatment 1 visceral malformations and skeletal variations were increased
and fetal weight and size and ossification were decreased. The results revealed that the hydroethanolic extract of
B. trimera at the concentration tested exhibits maternal and embryofetal toxicity, although the alterations
observed in the offspring may not be a direct effect of the extract, but rather a consequence of its toxicity against

the maternal organism.
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1. Introducgéo

Baccharis trimera (Less) DC, conhecida popularmente como carqueja, ¢ uma espécie
amplamente utilizada na medicina popular para dores no estdmago, azia, ma-digestdo,
gastrite, anemia, inflamagao, dores no figado, diabete, reumatismo (Simoes et al., 1998). Em
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, B. trimera ¢ a segunda planta mais comercializada pela
populagdo local (Nunes et al., 2003) na forma de infusdo ou decocto, sendo utilizada inclusive
durante a gestagao.

A toxicidade materna — definida como uma alteragdo transitoria ou permanente na fisiologia
materna com potencial para causar efeitos adversos nas proles durante o desenvolvimento
embriondrio ou fetal — estd intimamente associada com aparecimento de malformagdes. Por
isso, para avaliar a ocorréncia de efeitos toxicos de substidncias quimicas na gestacao
analisam-se, inicialmente, os efeitos sobre o organismo materno (Khera, 1985).

A condicao hormonal das maes também ¢ necessaria para o bom desenvolvimento
embrionario, sendo amplamente conhecido que niveis sangiiineos de progesterona
inadequados interferem na viabilidade do embrido, por ndo permitirem que o endométrio seja
adequadamente preparado para a sustentagao da gestacdo (Kato et al., 1979).

A exposicdo a um agente quimico durante a gestagdo pode ter diferentes efeitos no
desenvolvimento pré-natal dependendo da dose administrada e da duracdo da exposicao e do
periodo gestacional, sendo o periodo da organogénese o mais sensivel a acdo de agentes
externos por ser a fase de formacao dos 6rgaos e tecidos (Sadler, 2005).

De acordo com a classificacdo das alteragdes no desenvolvimento, a malformagao ¢ uma
alteracdo permanente e afeta adversamente a satide ou a sobrevivéncia, enquanto que variacao
¢ o termo usado para alteracdes transitorias que ndo afetam adversamente a saide ou a
sobrevivéncia (Chahoud et al., 1999). Agentes capazes de causar malformagdes sao
considerados teratogé€nicos, ao passo que agentes causadores de variagdes sdo considerados
embriotdxicos (Manson e Kang, 1989).

Outra manifestacdo do desenvolvimento anormal do concepto ¢ a morte, podendo este ser
abortado ou reabsorvido. No segundo caso, apds a morte embriondria o corpo luteo persiste e
as membranas tornam-se atrofiadas e secas, sendo o liquido amnidtico € o embrido
reabsorvidos. O utero compacta-os e molda-os em uma massa seca e contorcida, tornando-os
mumificados (Arthur, 1979).

Face ao exposto justifica-se pesquisar os efeitos de B. trimera na gestagdo, principalmente

quando se considera que essa planta ¢ muito utilizada pela populacao local e, ndo ha
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informacodes disponiveis sobre a dosagem consumida, o tempo de utilizagdo e a possibilidade
de acdo toxica para a gestante e sua prole.

O presente estudo avaliou o efeito do extrato hidroetandlico de B. trimera na gestacdo de
ratas, sendo investigada também a ocorréncia de malformacdes e/ou variagdes no
desenvolvimento da prole das ratas submetidas a ingestdo do extrato no periodo da

organogénese e durante toda gestagao.

2. Material e métodos

2.1. Coleta da planta e preparacdo do extrato

A parte aérea de Baccharis trimera foi coletada no Horto de Plantas Medicinais (HPM) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados — MS, nas primeiras horas
da manha, pela Dra. Maria do Carmo Vieira. A exsicata de numero 905 estd depositada no
Herbario DDMS, em Dourados — MS. A seguir, a planta foi seca em estufa de circulacdo de
ar forcada, a temperatura de 36 a 38°C. No Laboratério de Farmacognosia da UFMS, em
Campo Grande, o material vegetal foi intumescido em solvente etanol 70° GL, seguido de
maceracao, percolacao, eliminagao do solvente em rota-evaporador e secagem em dessecador.
A massa resultante foi dividida em aliquotas de 8,4mg/kg e diluidas em 0,3mL de 4gua

destilada, sendo as aliquotas estocadas e conservadas a —5°C até sua utilizagao.

2.2. Animais

As 35 ratas (Rattus norvegicus) Wistar nuliparas, heterogénicas, com idade média de quatro
meses e peso médio de 250g, foram obtidas no Biotério Central da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) e mantidas no Biotério de Experimentacao da UFMS. Durante a
aclimatacdo, os animais foram alojados em gaiolas plasticas (490x340x160mm), com
temperatura ambiente aproximadamente constante (22°C + 2°C), umidade relativa de 55-75%
e fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro. Os ratos receberam ra¢dao granulada para
ratos (Nuvilab-CR1, Nuvital Ltda,Curitiba, PR, Brasil) e dgua a vontade. O protocolo
n®112/2006 para uso de animais em experimentacio foi aprovado pelo Comité de Etica no

Uso de Animais da UFMS e também esta de acordo com National Research Council (1996).
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2.3. Protocolo experimental

As ratas foram acasaladas durante seis horas, na propor¢do de 1 macho: 2 fémeas. A
observacao de espermatozoides no esfregaco vaginal foi a confirmagdo da prenhez, sendo este
o dia zero da gestacdo (Taylor, 1986). Posteriormente, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: tratamento 1 — com 12 animais, tratamento 2 — com 11 animais
e controle — com 12 animais.

No tratamento 1 as ratas receberam 0,3mL/dia do extrato hidroetandlico de Baccharis
trimera (EHBT) na concentragao de 8,4mg/kg, por via oral, do 1° ao 19° dias de prenhez (DP).
No tratamento 2 as ratas receberam 0,3mL/dia, do EHBT na concentragao de 8,4mg/kg, por
via oral, do 6° ao 15° DP. No grupo controle as ratas receberam 0,3mL/dia de 4gua destilada
nos mesmos dias do tratamento 1, também por via oral.

Neste periodo, os animais foram inspecionados duas vezes ao dia para observagdo de
indicativos clinicos de toxicidade: piloeregdo, alteracdes de atividade locomotora, ocorréncia
de diarréia, hiportemia e morte (Manson e Kang, 1989).

As ratas, de ambos os tratamentos, foram pesadas nos dias 1, 6, 15 e 20 de gestagdo. No 20°
dia de gestacdo, os animais foram anestesiados por inalagdo de éter etilico, sendo realizada a
laparotomia exploratoria e a ovariohisterectomia. Entao, os ovarios foram dissecados, pesados
e foi contado o niimero de corpos luteos. O utero foi pesado com os conceptos e, apos a
onfalectomia, sem os conceptos, para o calculo do ganho de peso corrigido (ganho de peso 1°
ao 20° dias de prenhez menos o peso dos conceptos). Em seguida, registrou-se nimero de
fetos vivos e mortos, numero de sitios de implantagdo e niumero de reabsor¢des. A seguir,
todos os fetos e suas respectivas placentas foram pesados individualmente, medidos e
inspecionados, sistematicamente, com o auxilio de um estereomicroscopio para a verificagao
das anomalias estruturais externas. A partir desses dados, foram calculadas taxa de
implantacdo (niumero de implantagdes/nimero de corpos luteos x 100), taxa de reabsorcao
(nimero de reabsor¢des/niumero de corpos lateos x 100), taxa de perdas pré-implantagdo
(nimero de corpos luteos — nimero de implantagdes/nimero de corpos luteos x 100), taxa de
perdas pos-implantagdo (nimero de implantagdes — numero de fetos vivos/mimero de
implantacdes x 100) e indice placentario (peso placentario/peso fetal).

Apoés a ovariohisterectomia, as ratas foram eutanasiadas por exsanguinacdo, sendo rins e
figado maternos removidos, pesados e inspecionados quanto a forma, coloragdo e
consisténcia.

Entdo, a prole foi aleatoriamente distribuida em trés grupos, sendo aproximadamente 40%
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destinado a andlise visceral, 35% a andlise esquelética e 25% a analise histologica. O primeiro
grupo foi fixado em solucao de Bodian e analisado através de cortes/microdissec¢do proposta
por Barrow & Taylor (1969) para o estudo de térax e abdomen e pelos cortes estratégicos
propostos por Wilson (1965) para estudo de cabega. A classificagdo das alteragdes viscerais
baseou-se, principalmente, nos trabalhos de Taylor (1986) e Manson & Kang (1989). O
segundo grupo foi destinado a analise esquelética através da técnica de Alizarina red descrita
por Staples & Schnell (1964). Os exames das visceras e esqueletos fetais foram realizados em
lupa estereomicroscopica. O terceiro grupo foi fixado em solugdo de Bouin e, apds o
processamento histolégico, foram realizados cortes da regido abdominal dos fetos para
observagao de figado, bago, rins e estruturas adjacentes.

Concluida a necropsia foram retirados fragmentos representativos dos 6rgdos maternos, que
foram fixados em solu¢do de Bouin, desidratados, diafanizados e emblocados em parafina. A
seguir, foram realizados cortes histologicos, que foram corados com hematoxilina e eosina,

para observagao de possiveis alteracdes por meio de microscopia Optica.

2.4. Andlise estatistica

Para a comparagdo dos resultados quantitativos foram utilizados testes paramétricos
(ANAVA) e ndo paramétricos (Teste de Kruskal-Wallis), conforme a natureza da distribui¢ao
dos dados. Apos a detecgdo de diferencgas pela ANAVA e pelo Teste de Kruskal-Wallis, foram
utilizados o teste de comparagao multipla de Tukey e o teste de comparagao multipla de Dunn,
respectivamente. Para analise dos dados relativos aos fetos, a ninhada foi utilizada como
unidade-base, conforme recomenda a literatura especializada (Manson e Kang, 1989). As
proporg¢des foram analisadas pelo Teste Qui-Quadrado ou, alternativamente, pelo Teste Exato
de Fisher. Em todos os casos, a diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando

p<0,05.

3. Resultados

Durante o periodo de tratamento, nenhuma morte materna foi registrada. Nao foram

observados disturbios gastrointestinais, piloerecdo, alteracdes na temperatura e na atividade

locomotora das ratas.
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Os pesos corporais maternos diferiram significativamente no tratamento 1 somente no

periodo do 15° ao 20° DP (Figura 1).

Tratamento 1
50 -

45 -
40 A
35
30 -
25 -
20 -
15
10 A

Tratamento 2
& Controle

Ganho de peso corporal (g)

Periodo gestacional (dias)

Figura 1. Ganho de peso corporal materno nos periodos gestacionais (dias
de prenhez): A — 1° a0 6°, B — 6° ao 15°, C — 15° a0 20° e D — 1° ao 20°
(ganho de peso materno sem o peso dos conceptos).

Tratamento 1: 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 1° ao 19°
dias de prenhez;

Tratamento 2: 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 6° ao 15°
dias de prenhez;

Controle: agua destilada do 1° ao 19° dias de prenhez.

a,b no mesmo periodo gestacional indicam diferenga significativa (Tukey,
p<0,05)

Nao foram encontradas diferengas no que se refere a analise macroscépica de rins e figado
maternos. O peso dos rins dos animais do tratamento 1 € o peso do utero com e sem conceptos

de ambos os tratamentos diferiram estatisticamente do controle (Tabela 1).

Tabela 1. Peso (média =+ desvio padrdo) dos 6rgdos das ratas (g).

Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
(n=12) (n=11) (n=12)
Peso do rim direito 0,82 +0,08° 0,76 £0,09? 0,73+0,05%
Peso do rim esquerdo 0,76 +0,08° 0,74 £0,08% 0,72 £0,06?
Peso do figado 13,43 £1,86" 12,32 +1,37° 12,92 +1,42°
Peso dos ovarios 0,13+£0,02? 0,12+0,02? 0,11+0,01%
Peso do utero com conceptos 33,12 +15,48 b 34,82 + 12,29 b 51,27 +10,20°
Peso do atero sem conceptos 3,80+ 1,07° 4,05+0,74° 5,04+0,56°

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2
— 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 6° ao 15° DP e controle — 4gua destilada do 1° ao 19° DP.
Legenda: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo p< 0,05 (Teste
de Tukey)

Em relacio a andlise microscopica dos oOrgdos maternos, ocorreram alteragdes

histopatologicas em 91,7% e em 81,8% dos rins dos animais dos tratamentos 1 e 2,
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respectivamente, e em 58,3% e 63,6% do figado dos animais dos tratamentos 1 e 2,
respectivamente, diferindo significativamente quando comparados ao grupo controle (p< 0,05,
Teste de Qui-Quadrado). Também foram observadas alteracdes histopatologicas em 25% dos
rins e em 16,7% do figado dos animais do grupo controle.

O exame histopatologico do rim revelou a presenca de material granuloso amorfo
eosinofilico no espago da cépsula de Bowman e hiperemia dos capilares glomerulares. As
células do epitélio tubular evidenciaram tumefacdo e desaparecimento da borda em escova. Os
tubulos proximais mais intensamente afetados apresentaram luz com depdsito de material
granuloso amorfo eosinofilico, discretamente refringente. A histopatologia do figado revelou
tumefacdo celular difusa tendendo para degeneragdo vacuolar, sendo mais grave nos
hepatocitos localizados nas proximidades das regides periportais.

Os parametros relativos a fertilidade e ao desenvolvimento fetal estdo apresentados na
Tabela 2. O numero de fetos vivos, a taxa de implantacdo e a taxa de perdas pré-implantacao
diferiram estatisticamente entre os animais do tratamento 1 e o grupo controle. O peso e o
comprimento dos fetos das maes do tratamento 1 foram significativamente inferiores ao peso
e ao comprimento dos fetos das maes do controle. O indice placentario e o peso das placentas
dos animais de ambos os tratamentos com extrato hidroetandlico de B. trimera diferiram
estatisticamente do grupo controle. Também foi observada placentomegalia em ambos os

tratamentos comparados com o controle (Figura 2).

TRATAMENTO 2 CONTROLE

o‘n;g;‘ﬂw'ﬂgmtift;itaul::mimr.rrgnil]!lisr'ilnlﬂgrlﬂ]liurml"

o

Figura 2. Fotografia de feto de rata tratada com
8,4mg/kg de EHBT do 6° ao 15° dias de prenhez
(tratamento  2)  evidenciando  placentomegalia,
comparado ao feto de rata tratada com agua destilada
(controle).



Tabela 2. Parametros (média + desvio padrio) relativos a fertilidade e ao desenvolvimento fetal.
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Parametros Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
(n=12) (n=11) (n=12)

Numero de corpos luteos 13,00+ 1,71° 11,73 +1,10* 12,42 +0,90°
Numero de fetos vivos 6,67 +4,31° 6,82+2,71° 992+1,51°
Taxa de implantagdo (%) 78,29 +21,17° 84,16+ 19,93 96,05 + 4,13
Taxa de reabsorgdo (%) 33,37 +£24,87° 31,07 £ 14,84° 16,06 £12,29?
Perdas pré-implantagéo (%) 21,71 +21,17° 15,84 +19,93° 395+4,13%
Perdas pos-implantagio (%) 34,21 £25,64° 32,21 +£15,83° 16,76 £11,51%
Peso fetal (g) 2,68+0,51° 2,90+ 0,56 3,24 40,25°
Comprimento fetal (cm) 3,37+0,29° 3,48+£0,30? 3,65+£0,12%
Peso placentario (g) 0,55+0,11° 0,51 +0,07° 0,46 +0,04°
Indice placentario 0,21 +0,06° 0,18 +0,02° 0,14 +0,01°

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2
— 8,4mg/kg de extrato hidroetanolico de B. trimera do 6° ao 15° DP e controle — d4gua destilada do 1° ao 19° DP.
Legenda: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo p< 0,05 (Teste

de Tukey)

Ao exame macroscopico dos fetos foi encontrada displasia ectodérmica, sendo que a

ocorréncia no tratamento 1 foi 4,8% (4/84) e no tratamento 2 foi 8% (6/75).

Na anadlise visceral foram detectadas alteragdes no polo cefalico, sendo que a ocorréncia de

hidrocefalia moderada (Figura 3a) foi significantemente maior no tratamento 2, enquanto que

a ocorréncia de hidrocefalia severa (Figura 3b) diferiu estatisticamente em ambos o0s

tratamentos em ralacdo ao controle (Figura 3c), conforme Tabela 3.

Figura 3a. Seccdo de cabeca de feto de rata
tratada com 8,4mg/kg de EHBT do 6° ao 15°

dias de prenhez evidenciando hidrocefalia
moderada com dilatagdo de ventriculos laterais

(@)

Figura 3b. Seccdo de cabega de feto de rata tratada
com 84mg/kg de EHBT do 6° ao 15° dias de
prenhez evidenciando hidrocefalia severa com
dilatacdo de ventriculos laterais (a) e terceiro
ventriculo (b).
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Figura 3c. Seccdo de cabeca de feto de rata
tratada com 4gua destilada do 1° ao 19° dias de
prenhez evidenciando ventriculos laterais (a) e
terceiro ventriculo normais (b).

Tabela 3. Numero de fetos analisados e ocorréncia (%) de anormalidades viscerais na prole de ratas dos
diferentes grupos experimentais.

Tratamento 1 Tratamento 2 Controle

Numero de fetos analisados 39 31 49

Hidrocefalia leve 15,4 9,7 10,2
Hidrocefalia moderada 17,9 29,0 * 10,2
Hidrocefalia severa 23,1 * 29,0 * 6,12
Fenda palatina 0 32 2,0
Hidronefrose 17,9 32,3 14,3
Coragao globoso 5,1 9,7 0

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de extrato hidroetanélico de B. trimera do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2
— 8,4mg/kg de extrato hidroetanodlico de B. trimera do 6° ao 15° DP e controle — agua destilada do 1° ao 19° DP.
* p< 0,05 comparado ao controle. (Teste Qui-Quadrado ou, alternativamente, Teste Exato de Fisher)

A analise esquelética revelou diferenca estatistica entre tratamento 1 e controle na
ocorréncia de auséncia de ossificagdo de bulba timpanica e redugdo de ossificacdo de
pterigoide e basosfenoide (Figura 4a e 4b) e redugdo de ossificacao de parietal, interparietal
(Figura 5a e 5b) e esternébrios (Figura 5c). O tratamento 2 diferiu do controle na ocorréncia

de parietal, interparietal (Figura 6a e 6b) e supraoccipital (Figura 6c¢) irregulares (Tabela 4).



Figura 4a. Base do cranio de feto de rata tratada
com 8,4mg/kg de EHBT do 1° ao 19° dias de
prenhez evidenciando auséncia de ossificagdo em
bulba timpanica (a) e reducdo de ossificagdo em
pterigoide (seta) e basosfenoide (b).

Figura 5a. Dorso do cranio de feto de rata tratada
com 8,4mg/kg de EHBT do 6° ao 15° dias de
prenhez evidenciando redugdo de ossificagdo em
parietal (a) e interparietal (b).

Figura 4b. Base do cranio de feto de rata tratada
com agua destilada do 1° ao 19° dias de prenhez
evidenciando ossificagdio normal em bulba
timpanica (a), pterigéide (seta) e basosfendide
(b).

Figura 5b. Dorso do cranio de feto de rata
tratada com 4agua destilada do 1° ao 19°
dias de prenhez evidenciando ossificacdo
normal em parietal (a) e interparietal (b).

v : y
Figura Sc. Esternébrios de feto de rata tratada com 8,4mg/kg de EHBT do

6° ao 15° dias de prenhez evidenciando redug@o de ossificagdo em 2° e 4° ¢

auséncia de ossificagdo em 5° e 6°.
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Figura 6a. Dorso do cranio de feto de rata
tratada com 8,4mg/kg de EHBT do 6° ao 15°
dias de prenhez evidenciando ossificagdo
irregular em parietal (setas) e interparietal

(a).

Figura 6b. Dorso do cranio de feto de rata tratada com
agua destilada do 1° ao 19° dias de prenhez
evidenciando ossificacdo normal em parietal (a) e
interparietal (b).

Figura 6c¢. Regido caudal do cranio de feto de rata
tratada com 8,4mg/kg de EHBT do 6° ao 15° dias
de prenhez evidenciando ossificagdo irregular em
supraoccipital (seta).
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Tabela 4. Numero de fetos analisados e ocorréncia (%) de anormalidades esqueléticas na prole de ratas dos
diferentes grupos experimentais.

Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
Numero de fetos analisados 28 25 40
Cabega
Bulba timpanica (auséncia de ossificagdo) 21,4% 43 2,5
Pterigoide (reducdo de ossificago) 21,4% 43 2,5
Basosfenoide (redugéo de ossificagdo) 21,4% 4,3 2,5
Hioide (auséncia do corpo) 0 1,1 0
Frontal (ossificagdo reduzida) 10,7 1,1 0
Parietal
(ossificagao reduzida) 25,0* 3,2 5,0
(irregular) 0 4,3* 0
(separado) 3,6 1,1 2,5
Interparietal
(auséncia de ossificacdo) 0 1,1 0
(ossificacdo reduzida) 21,4* 3,2 2,5
(irregular) 0 4,3% 0
(separado) 3,6 1,1 2,5
Supraoccipital
(ausente) 0 2,2 5,0
(auséncia de ossifica¢do) 0 1,1 0
(ossificacao reduzida) 0 3,2 0
(irregular) 7,1 4,3* 0
(separado) 10,7 0 0
Esterno
(niimero de esternébrios anormal) 17,9 9,7 20,0
(esternébrios com ossificagdo reduzida) 57,1% 3,2 2,5
(esternébrios irregulares) 10,7 43 15,0
(esternébrios fundidos) 3,6 1,1 2,5
(esternébrios reduzidos) 28,6 43 17,5
(esternébrios separados) 7,1 1,1 0
(esternébrios em borboleta) 3,6 0 2,5
(esternébrios em escada) 0 0 7,5
(ausente) 0 1,1 2,5
Vértebras (numero de vértebras anormal) 0 32 0
Costelas (rudimentar) 3,6 1,1 0

Tratamento 1 — 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 1° ao 19° dias de prenhez (DP), tratamento 2
— 8,4mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera do 6° ao 15° DP e controle — 4gua destilada do 1° ao 19° DP.
* p< 0,05 comparado ao controle. (Teste Qui-Quadrado ou, alternativamente, Teste Exato de Fisher)

O exame histoldgico dos fetos ndo revelou alteracdes histopatolégicas entre os animais

tratados e controle.

4. Discussao

Como nao foram observados sinais clinicos indicativos de toxicidade materna em nenhum
dos grupos analisados, pode-se supor que a administracdo de extrato hidroetanolico de B.
trimera, na concentragdo de 8,4mg/kg, ndo causou efeitos toxicos maternos observaveis por

critérios clinicos, conforme descricdo de Manson e Kang (1989).
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O tratamento nao interferiu no ganho de peso materno, pois quando o peso do utero
gravidico foi descontado, o peso corrigido mostrou-se semelhante entre os trés grupos
experimentais. Sendo assim, a redugdo significativa encontrada no peso materno do
tratamento 1 — 15° ao 20° dias de prenhez — indica efeito toxico sobre o peso fetal, uma vez
que o periodo fetal ¢ caracterizado pelo rapido ganho de peso, ocasionado pelo grande
acumulo de tecido adiposo subcutaneo, evento predominante no segundo terco deste periodo,
conforme Moore e Persaud (2004).

As alteragdes detectadas no peso dos rins e na avalia¢ao histopatoldgica de rins e figado das
maes expostas a ambos os tratamentos revelou que o extrato hidroetanélico de B. trimera, na
concentragdo de 8,4mg/kg, possivelmente excedeu a capacidade materna de detoxificar e
eliminar a substdncia quimica, alterando significativamente a homeostasia materna. As
alteracdes observadas, caracterizadas por alteracdo na capacidade celular de manter a
homeostasia i0nica e hidrica s@o reversiveis, conforme descrito por Cotran et al. (1996). As
alteracdes histopatologicas encontradas em 25% dos rins e em 16,7% do figado dos animais
do grupo controle, possivelmente sejam conseqiiéncia de alteragdes fisiologicas da prenhez,
como elevagdo da taxa de filtracdo glomerular, decréscimo do metabolismo hepatico e uma
reducdo no nivel de albumina plasmatica (Hytten, 1984).

A semelhanca encontrada entre peso de ovarios € numero de corpos lateos nos trés grupos
experimentais, nos permite supor que o ambiente hormonal materno ndo diferiu entre os
grupos, uma vez que o peso do ovario depende consideravelmente do nimero e do volume dos
corpos luteos, pois estes estdo correlacionados com a concentragdo de progesterona circulante
(Uchida et al., 1970), sendo a progesterona e¢ a 20-hidroxi-progesterona hormonios
indispensaveis a manutencdo da prenhez na rata (Kato et al., 1979).

A reducdo significativa na taxa de implantagdo e o aumento na taxa de perdas pré-
implantagdo observados no tratamento 1 indicam que o extrato hidroetandlico de B. trimera
alterou o processo de implantagdo, sendo que os odcitos liberados que foram fertilizados nao
resultaram em Dblastocistos implantados, seja por alteragdo no transporte ou no
desenvolvimento dos blastocistos. Este achado pode estar associado ao efeito relaxante do
extrato hidroetandlico de B. trimera na musculatura lisa da tuba uterina, interferindo no
transporte do blastocisto até o utero e, conseqiientemente, com a implantagdo. Esse efeito
relaxante na musculatura lisa ja foi observado em estudos experimentais com flavonoides
isolados de B. trimera, relatando que essas substancias sdo capazes de relaxar a musculatura
lisa vascular (Torres et al., 2000) e a musculatura lisa do corpo cavernoso do pénis de cobaias

(Hnatyszyn et al., 2003).
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Embora as taxas de perdas pré-implantacao observadas no tratamento 2 também estejam
altas, a ndo observagao de significancia, possivelmente, se deva ao alto valor do desvio padrao
ocasionado pela constatagdo de animais com taxas de perdas pré-implantacdo variando de 0 a
66,7%, enquanto que as taxas de perdas pré-implantacdo no tratamento 1 variaram de 0 a
62,5%. O alto valor do desvio padrao encontrado também nas taxas de reabsor¢do ¢ perdas
pos-implantacdo, pode ser explicado pela variagdo percentual semelhante a encontrada nas
taxas de perdas pré-implantacao.

As taxas de reabsorcdo e de perdas pos-implantagdo foram semelhantes entre os trés grupos
experimentais, indicando que o numero de embrides ou fetos que tiveram seu
desenvolvimento interrompido e permaneceram no interior da cavidade uterina, nao diferiu
entre os tratamentos e o controle. Nas espécies multiparas, varios fetos podem morrer e ser
mumificados enquanto outros permanecem vivos, podendo os fetos mumificados serem
removidos juntamente com os fetos normais vivos (Jackson, 2005).

Dentre as alteragdes observadas nos fetos do tratamento 1, a redugdo significativa no peso e
comprimento fetal, associado a redu¢do na ossificacdo dos ossos do cranio e esternébrios, sao
indicativos fidedignos de retardo no crescimento intra-uterino — RCIU —, conforme Aliverti et
al. (1979). Essas alteragdes associadas ao aumento significativo das perdas pré-implantacao
possivelmente ocorreram em conseqiiéncia da toxicidade materna, pois distirbios na fisiologia
materna como alteragdes nas funcgdes renal e hepatica afetam a homeostasia materno-fetal,
perturbando o desenvolvimento embriofetal (Khera, 1984).

O aumento de peso das placentas, detectado nos animais de ambos os tratamentos associado
ao aumento do indice placentario, comprova que o crescimento fetal estd associado a
capacidade funcional da placenta (Neroli e Neville, 1979). O extrato hidroetandlico de B.
trimera possivelmente alterou o desenvolvimento placentario comprometendo as trocas
materno-fetais, fazendo com que os fetos se desenvolvessem em regime de hipoxia e ma
nutri¢ao. Para compensar o retardo no crescimento fetal e possibilitar sua sobrevivéncia até o
nascimento, seria necessdria consideravel expansdo na camada de trofoblasto esponjoso
essencial para a produ¢do de hormdnios ou fatores de crescimento (Ishikawa et al., 2006),
resultando em placentomegalia.

A observagdao de maior ocorréncia de hidrocefalia interna (acimulo de liquido nos
ventriculos cerebrais) moderada no tratamento 2 e severa em ambos os tratamentos, indica
embriofetotoxicidade e estd relacionada com o periodo gestacional e com a duragdo da
exposi¢do ao extrato hidroetandlico de B. trimera. O periodo critico do desenvolvimento do

cérebro vai do inicio da organogénese até¢ aproximadamente o primeiro ter¢o do periodo fetal,
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no entanto, seu desenvolvimento pode ser perturbado depois deste periodo, pois o cérebro esta
em diferenciagdo e desenvolvimento rapido ao nascimento e continua a fazé-lo apds este
(Moore e Persaud, 2004). Por isso, a exposi¢cdo ao tratamento do 6° ao 15° dias de prenhez,
por ser o periodo mais susceptivel, afetou maior nimero de animais e causou lesdes
moderadas e severas, enquanto que a exposi¢ao do 1° ao 19° dias de gestagdo, embora tenha
perturbado o desenvolvimento cerebral de um nimero menor de animais, causou lesdes mais
graves e irreversiveis devido ao acimulo gradual e continuo de liquido nos ventriculos laterais
e terceiro ventriculo (Solecki et al., 2003).

As anomalias esqueléticas evidenciadas podem ser classificadas como variagdes e nao
malformagdes, pois sdo transitorias e nao adversas a sobrevivéncia (Chahoud et al., 1999).
Reducao na ossificacdo de esternébrios, como observado no tratamento 1, ¢ vértebras sao
reversiveis e indicativo de leve atraso no desenvolvimento, geralmente acompanhado de
reducdo no peso fetal (Manson e Kang, 1989). Semelhante redugao de ossificagdo ocorreu em
parietal e interparietal nos animais do tratamento 1, indicando apenas atraso no
desenvolvimento, enquanto que os animais do tratamento 2 apresentaram ossificagdo irregular
de parietal, interparietal e supraoccipital, sugestivo de interferéncia no processo normal de
ossificagdo dos mesmos. A auséncia de ossificagdo de bulba timpanica e a redugdo de
ossificacdo de pterigoide e basosfendide, aumentadas nos animais do tratamento 1, também
podem ser classificadas como variagdes, devido sua condi¢do ser transitoria (Solecki et al.,
2001). De acordo com Manson e Kang (1989), estas variacdes geralmente ocorrem de forma
secundarias a alteragdes na homeostasia materna.

Face ao exposto, concluimos que o extrato hidroetanodlico de B. trimera, na concentragao de
8,4mg/kg, ¢ toxico para rins e figado de ratas gestantes, sendo a severidade das alteracdes
diretamente relacionada com o tempo de exposi¢do ao agente toxico. Além disso, o extrato
também interfere no processo de implantacdo dos blastocistos. A utilizagdo do extrato, durante
toda gestacdo, aumenta a ocorréncia de malformacgdes viscerais e variagoes esqueléticas, reduz
o peso e tamanho fetal e a ossificacdo. Apesar disso, essas alteragdes possivelmente ndo sejam
efeito direto do extrato, e sim conseqiiéncia da toxicidade materna induzida pelo mesmo.

Contudo, a coexisténcia de toxicidade materna e fetal ndo pode a principio ser usada para

diminuir a significancia dos efeitos embriofetotoxicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a metodologia utilizada neste trabalho, conclui-se que o extrato
hidroetandlico de B. trimera, na concentragdo de 8,4mg/kg, ¢ hepato e nefrotoxico para ratas
gestantes, sendo a severidade das alteragdes diretamente relacionada com o tempo de
exposicao ao agente toxico.

Na prole das ratas expostas ao extrato hidroetanolico de B. trimera, durante toda
gestacdo, ha aumento na ocorréncia de malformagdes viscerais e variagdes esqueléticas,
redu¢do do peso e do tamanho fetal e da ossificagdo. Apesar disso, essas alteragdes
possivelmente ndo sejam efeito direto do extrato, e sim conseqiiéncia da toxicidade materna
induzida pelo mesmo.

Além disso, o aumento significativo em qualquer das quatro manifestagoes de
toxicidade para o desenvolvimento pré-natal (morte, alteragdes no crescimento, anormalidades
estruturais e alteragdes funcionais nos orgaos fetais) deve ser considerado um indicativo de
toxicidade importante, mesmo que seja secundaria a toxicidade materna.

Sendo assim, ¢ adequado considerar a possibilidade de extrapolar os resultados
obtidos neste trabalho com ratos para a espécie humana, pois os efeitos adversos maternos e
fetais observados foram detectados a partir da utilizacdo do extrato hidroetanolico de B.
trimera na mesma dose ¢ na mesma via de administracdo as quais a populagdo humana esta
exposta comumente, fator que estd associado a identificagdo do risco para humanos.

Deve-se considerar ainda, a possibilidade de extrapolar para humanos que a
ocorréncia de neonatos apresentando retardo no crescimento intra-uterino pode estar associada

a utilizacdo materna de B. trimera, durante a gestagao.
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ANEXO 1 (Artigo 1) — Manuscript Submission for JOURNAL OF
ETHNOPHARMACOLOGY

An Interdisciplinary Journal Devoted to Indigenous Drugs
The Official Journal of the International Society of Ethnopharmacology

Guide for Authors
I. Scope of the journal

The Journal of Ethnopharmacology is dedicated to the exchange of information and
understandings about people's use of plants, fungi, animals, microorganisms and minerals and
their biological and pharmacological effects based on the principles established through
international conventions. Early people, confronted with illness and disease, discovered a
wealth of useful therapeutic agents in the plant and animal kingdoms. The empirical
knowledge of these medicinal substances and their toxic potential was passed on by oral
tradition and sometimes recorded in herbals and other texts on materia medica. Many valuable
drugs of today (e.g., atropine, ephedrine, tubocurarine, digoxin, reserpine) came into use
through the study of indigenous remedies. Chemists continue to use plant-derived drugs (e.g.,
morphine, taxol, physostigmine, quinidine, emetine) as prototypes in their attempts to develop
more effective and less toxic medicinals.

In recent years the preservation of local knowledge, the promotion of indigenous medical
systems in primary health care, and the conservation of biodiversity have become even more
of a concern to all scientists working at the interface of social and natural sciences but
especially to ethnopharmacologists. Recognizing the sovereign rights of States over their
natural resources, ethnopharmacologists are particularly concerned with local people's rights
to further use and develop their autochthonous resources.

Accordingly, today's Ethnopharmacological research embraces the multidisciplinary effort in
the documentation of indigenous medical knowledge, scientific study of indigenous medicines
in order to contribute in the long-run to improved health care in the regions of study, as well
as search for pharmacologically unique principles from existing indigenous remedies.

The Journal of Ethnopharmacology publishes original articles concerned with the observation
and experimental investigation of the biological activities of plant and animal substances used
in the traditional medicine of past and present cultures. The journal will particularly welcome
interdisciplinary papers with an ethnopharmacological, an ethnobotanical or an
ethnochemical approach to the study of indigenous drugs. Reports of anthropological and
ethnobotanical field studies fall within the journal's scope. Studies involving
pharmacological and toxicological mechanisms of action are especially welcome. Clinical
studies on efficacy will be considered if contributing to the understanding of specific
ethnopharmacological problems.

The journal welcomes review articles in the above mentioned fields especially those
highlighting the multi-disciplinary nature of ethnopharmacology. Commentaries are by
invitation only. All reviews and commentaries are fully peer-reviewed. Potential authors are
strongly encouraged to contact the Reviews Editor jethnopharmacol@pharmacy.ac.uk prior to
writing a review. A one-page outline and a short C.V. of the (senior) author should also be
included.
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THE "RULES OF 5"

The Editors and Editorial Board have developed the "Rules of 5" for publishing in JEP. We
have produced five clear criteria that each author needs to think about before submitting a
manuscript and setting the whole process of editing and reviewing at work. Click here.

I1. Preparation of manuscripts

Authors who want to submit a manuscript should consult and peruse carefully recent issues of
the journal for format and style. Authors must include the following contact details on the title
page of their submitted manuscript: full postal address; fax; e-mail. All manuscripts submitted
are subject to peer review. The minimum requirements for a manuscript to qualify for peer
review are that it has been prepared by strictly following the format and style of the journal as
mentioned, that it is written in good English, and that it is complete. Manuscripts that have not
fulfilled these requirements will be returned to the author(s).

Contributions are accepted on the understanding that the authors have obtained the necessary
authority for publication. Submission of multi-authored manuscripts implies the consent of
each of the authors. The publisher will assume that the senior or corresponding author has
specifically obtained the approval of all other co-authors to submit the article to this journal.
Submission of an article is understood to imply that it is not being considered for publication
elsewhere and that the author(s) permission to publish his/her article in this journal implies the
exclusive authorization to the publisher to deal with all issues concerning copyright therein.
Further information on copyright can be found on the Elsevier website.

In the covering letter, the author must also declare that the study was performed according to
the international, national and institutional rules considering animal experiments, clinical
studies and biodiversity rights. See below for further information. The ethnopharmacological
importance of the study must also be explained in the cover letter.

Animal and clinical studies - Investigations using experimental animals must state in the
Methods section that the research was conducted in accordance with the internationally
accepted principles for laboratory animal use and care as found in for example the European
Community guidelines (EEC Directive of 1986; 86/609/EEC) or the US guidelines (NIH
publication #85-23, revised in 1985). Investigations with human subjects must state in the
Methods section that the research followed guidelines of the Declaration of Helsinki and
Tokyo for humans, and was approved by the institutional human experimentation committee
or equivalent, and that informed consent was obtained. The Editors will reject papers if there
is any doubt about the suitability of the animal or human procedures used.

Biodiversity rights - Each country has its own rights on its biodiversity. Consequently for
studying plants one needs to follow the international, national and institutional rules
concerning the biodiversity rights.

1. Manuscript types

The Journal of Ethnopharmacology will accept the following contributions:

1. Original research articles - whose length is not limited and should include Title,
Abstract, Methods and Materials, Results, Discussion, Conclusions,
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Acknowledgements and References. As a guideline, a full length paper normally
occupies no more than 10 printed pages of the journal, including tables and
illustrations

2. Ethnopharmacological communications (formerly Short Communications) - whose

average length is not more than 4 pages in print (approx. 2000-2300 words, including

abstract and references). A maximum of 2 illustrations (figures or tables) is allowed.

See paragraph below for description and format.

Letters to the Editors;

4. Reviews - Authors intending to write review articles should consult and send an

outline to the Reviews Editor (see inside front cover for contact information) before

preparing their manuscripts. The organization and subdivision of review articles can be
arranged at the author's discretion. Authors should keep in mind that a good review
sets the trend and direction of future research on the subject matter being reviewed.

Tables, figures and references are to be arranged in the same way as research articles

in the journal. Reviews on topics that address cutting-edge problems are particularly

welcome.

Book reviews - Books for review should be sent to the Reviews Editor.

6. Commentaries - invited, peer-reviewed, critical discussion about crucial aspects of the
field but most importantly methodological and conceptual-theoretical developments in
the field and should also provide a standard, for example, for pharmacological
methods to be used in papers in the Journal of Ethnopharmacology. The scientific
dialogue differs greatly in the social / cultural and natural sciences, the discussions
about the common foundations of the field are ongoing and the papers published
should contribute to a transdisciplinary and multidisciplinary discussion. The length
should be a maximum of 2-3 printed pages or 2500 words. Please contact the Reviews
Editorj.ethnopharmacol@pharmacy.ac.uk with an outline.

7. Conference announcements and news.

(O8]

e

2. General procedures

The language of the Journal is English. Manuscripts should be neatly typed, double-spaced
throughout, including tables, on pages of uniform size with at least 2.5 cm margins on all
sides. Use one font type and size throughout the manuscript. Author(s) should not break or
hyphenate words. When using an electronic printer, the right-hand margin should not be
justified. Footnotes in text are not permitted. The text of the manuscript must be paginated, the
first page being the title page. The manuscript, typed with double spacing and ample margins,
should be submitted with a cover letter (containing the declaration that the study was
performed according to the international, national and institutional rules considering animal
experiments, clinical studies and biodiversity rights and a clear explanation of the
ethnopharmacological importance of the study) and a completed Author Checklist (click

here).

The following format and order of presentation is suggested.
2.1. Title, author(s), address(es)

The title should be no longer than 100 letters, including spaces. Initials or first and middle
names followed by last name of the author or authors must be given (not last name followed
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by initials). If there are two or more authors with different addresses, use a superscripted letter
(a, b, c etc.), not a number, at the end of the last name of each author to indicate his her
corresponding address. The full address of the corresponding author (the way the author
wishes to be contacted) should be provided. The corresponding (usually, the senior) author, to
whom correspondence and proofs will be sent, must be indicated by an asterisk and footnoted,
and in the footnote, his/her the telephone and fax numbers, and e-mail address must be
indicated. Address(es) should be underlined or italicised.

2.2. Abstract

The abstract should present a summary of the problem, scientific method, major findings and
conclusions, in no more than 200 words and in one paragraph and presented at the beginning
of the paper. Unsubstantiated speculation should not be included. Footnotes may not be used.
References, if cited, must provide complete publication data.

2.3. Text layout

The text of a research paper should be divided into the following headings: Introduction,
Methodology (or Materials and Methods), Results, and Discussion and conclusions. Each
heading (and subheading) must be numbered using the convention established in the journal.
Acknowledgements should come after Discussion and conclusions and before References;
Acknowledgements and References are not to be numbered. Headings must be bold-faced and
written in an upper-and-lower case style [not in caps], while subheadings should be underlined
or italicised. Tables and figures are to be placed at the end of the text, after References.
Authors are required to include: (i) the chemical structure, formula and proprietary name of
novel or ill-defined compounds; (ii) the w/w yield of prepared extracts in terms of starting
crude material; (iii) complete formulation details of all crude drug mixtures; (iv) the voucher
herbarium specimen number of the plant(s) studied in case of less well known plants, cited
using the collector and collection number (e.g., Doe 123), and indicating the name of the
herbarium institution where it has been deposited. All plant materials must be fully identified
as in the following illustration: Catharanthus roseus (L.) G. Don f. albus Pich. (Apocynaceae)
as authenticated by Dr. John Doe, Department of Botany, University of Connecticut.

2.4. Guidelines for Plant and Animal Names

All scientific names (Latin binomials) must be underlined or italicised throughout the text and
in the tables and figures. For plant and animal species, full or complete scientific names,
genus-species and the correct authority citation, must be used, when that name appears for the
first time in text. The authority citation may be dropped in subsequent mention of that name
throughout the text. The family name must follow the scientific name in parentheses when the
name appears for the first time in the text. Full scientific names and the family name of the
subject plants/animals must be used in the Abstract. Synonyms must be indicated in
parentheses and preceded by the word "syn." followed by a colon. Authors are advised to
consult the International Plant Name Index (IPNI) (z+ http://www.ipni.org and W3Tropicos
(=+ http://www.mobot.org) web-based databases to determine the correct spelling of full plant
scientific names. Generic names may be abbreviated (e.g., C. roseus for Catharanthus
roseus), provided such practice does not lead to confusion; generic names, however, must not
be abbreviated when the name appears for the first time in the text. Specific epithets must
never be abbreviated; thus, the use of Catharanthus r. is not allowed.
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2.5. Keywords

Authors are requested to assign 3-6 keywords to the manuscript, preferably taken from Index
Medicus or Excerpta Medica Index, for abstracting and indexing purposes. These keywords
should be typed at the end of the Abstract. Each keyword should start with a capital letter and
be separated from each other by a semi-colon.

2.6. Tables, illustrations and graphs

Tables should be on separate sheets, one table per sheet, and should bear a short descriptive
title. Footnotes in tables should be indicated by consecutive superscript letters, not numbers.

Figures should be original ink drawings, photographs or computer drawn figures in the
original, and of high quality, ready for direct reproduction. Xerox copies are unacceptable as
they give unsatisfactory results after final printing. Figures should be drawn in such a way that
they can be reduced to 8 cm in width (i.e., the column width); in exceptional cases a reduction
to a width of 17.5 cm will be allowed. All lettering should be such that height of 1.2-1.5mm
(minimum) of numbers and capital letters results after reduction. Numerical scales, scale and
curve legends, and all other lettering within the figure itself should be drawn with a lettering
guide (stencil) or should be done using stripletters (Letraset, etc). All figures should have
captions. Each figure should be identified in the margin or at the back in a corner with the
name of the author and the figure number. The figure captions should be on a separate sheet.
One set of original drawings is required.

Colour illustrations should be submitted as original photographs, high-quality computer prints
or transparencies, close to the size expected in publication, or as 35 mm slides. Polaroid
colour prints are not suitable. If, together with your accepted article, you submit usable colour
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour reproduction in print,
you will receive information regarding the total cost from Elsevier after receipt of your
accepted article. The 2006 price for color figures is EUR 285 for the first page and EUR 191
for subsequent pages.

For further information on the preparation of electronic artwork, please see =+
http://authors.elsevier.com/artwork

Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour figures
to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour in print) please submit in
addition usable black and white prints corresponding to all the colour illustrations.

2.7. References

References should be referred to by name and year (Harvard system) chronologically in the
text (e.g.: Brown and Penry, 1973; Stuart, 1979; Ageel et al., 1987) and listed alphabetically at
the end of the paper. No ampersand should be used and the words "et al." should not be
underlined or italicized. Only papers and books that have been published or in press may be
cited.

For papers in press, please cite the DOI article identifier. The Digital Object Identifier (DOI)
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is a persistent identifier which may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the
publisher upon the initial electronic publication. The DOI will never change. Therefore, it is
an ideal medium for citing Articles in Press, which have not yet received their full
bibliographic information. Unpublished manuscripts or manuscripts submitted to a journal
but which have not been accepted may not be cited. Journal and book titles should not be
underlined or italicised and should be given in full in the reference list, with no underline or
italics.

Examples:

Journals:
Britton, E.B., 1984. A pointer to a new hallucinogen of insect origin. Journal of
Ethnopharmology 12, 331-333.

Books: Emboden, W., 1972. Narcotic Plants. Studio Vista, London, p. 24.

Multiauthor Books:
Farnsworth, N.R., 1988. Screening plants for new medicines. In: E.O. Wilson and F.M. Peter
(Eds.), Biodiversity, National Academy Press, Washington, D.C., pp. 83-97.

Ethnopharmacological Communications (formerly short communications) are brief
contributions on:

- isolation of biological active compound(s) from a traditional medicine,

- screening of a series traditional medicines for biological activity,

- study on a pharmacological activity of a traditional medicine,

- study on the toxicology of a traditional medicine.

(click here) for examples of various formats.

I11. Submission

All manuscripts (except reviews, commentaries and book reviews) must be submitted to
mshttp://authors.elsevier.com/journal/jethpharm

Each Submission must include a cover letter (containing the declaration that the study was
performed according to the international, national and institutional rules considering animal
experiments, clinical studies and biodiversity rights and a clear explanation of the
ethnopharmacological importance of the study) and a completed Author Checklist (click

here).

If an author cannot submit their manuscript electronically, then please send to:

Professor Dr R. Verpoorte

Editor-in-Chief, Journal of Ethnopharmacology
Division of Pharmacognosy

Institute of Biology

Leiden University

P.O. Box 9502

2300 RA Leiden

The Netherlands
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IV. Copyright regulations for authors

All authors must sign the "Transfer of Copyright" agreement before the article can be
published. This transfer agreement enables Elsevier to protect the copyrighted material for the
authors, but does not relinquish the author's proprietary rights. The copyright transfer covers
the exclusive rights to reproduce and distribute the article, including reprints, photographic
reproductions, microform, or any other reproductions of similar nature and translations, and
includes the right to adapt the article for use in conjunction with computer systems and
programs, including reproduction or publication in machine-readable form and incorporation
into retrieval systems. Authors are responsible for obtaining from the copyright holder
permission to reproduce any figures for which copyright exists. Transfer of copyright
agreement forms will be sent to the corresponding author following acceptance of the
manuscript.

V. Retained authors' rights

As an author you (or your employer or institution) may do the following:

» make copies (print or electronic) of the article for your own personal use, including for your
own classroom teaching use

» make copies and distribute such copies (including through e-mail) of the article to research
colleagues, for the personal use by such colleagues (but not commercially or systematically,
e.g., via an e-mail list or list server)

* post a pre-print version of the article on Internet websites including electronic pre-print
servers, and to retain indefinitely such version on such servers or sites

* post a revised personal version of the final text of the article (to reflect changes made in the
peer review and editing process) on your personal or institutional website or server, with a
link to the journal homepage (on w+shttp://www.elsevier.com)

* present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the article to the
delegates attending such a meeting

» for your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of your
employment, your employer may use all or part of the information in the article for other
intra-company use (e.g., training)

* retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure described in the
article

« include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to be
published commercially)

* use the article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as collected
writings or lecture notes (subsequent to publication of your article in the journal)

* prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or to otherwise
re-use portions or excerpts in other works, with full acknowledgement of its original
publication in the journal

V1. Correcting proofs and reprints

Proofs will be sent to the corresponding author. Elsevier is now sending PDF proofs by e-mail
for correction. If an author is unable to handle this process, regular print proofs will be sent.
Elsevier will do everything possible to get the article corrected and published as quickly and
accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all corrections are sent back in
ONE communication. Subsequent corrections will not be possible. Only typesetting errors
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may be corrected; no changes in, or additions to, the accepted manuscript will be allowed.
Proofs should be returned to Elsevier within 48 hours. Twenty-five offprints of each paper
will be supplied free of charge to the corresponding author. Additional offprints can be
ordered at prices shown on the offprint order form that accompanies the copyright form.

VI1. Language Polishing

For authors, who require information about language editing and copyediting services pre-
and post-submission, please visit =+
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or contact
authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses nor
takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions.

VII11. US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting (""Public Access™) policy

Elsevier facilitates author posting in connection with the voluntary posting request of the NIH
(referred to as the NIH "Public Access Policy"; see o
http://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm) by posting the peer-reviewed author's
manuscript directly to PubMed Central on request from the author, after formal publication.
Upon notification from Elsevier of acceptance, we will ask you to confirm via e-mail (by e-
mailing us at NIHauthorrequest@elsevier.com) that your work has received NIH funding
(with the NIH award number, as well as the name and e-mail address of the Prime
Investigator) and that you intend to respond to the NIH request. Upon such confirmation,
Elsevier will submit to PubMed Central on your behalf a version of your manuscript that will
include peer-review comments, for posting 12 months after the formal publication date. This
will ensure that you will have responded fully to the NIH request policy. There will be no
need for you to post your manuscript directly with PubMed Central, and any such posting is
prohibited. Individual modifications to this general policy may apply to some Elsevier
journals and its society publishing partners.

IX. Author enquiries

For enquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where
available) please visit Elsevier's Author Gateway at =+http://authors.elsevier.com. The Author
Gateway also provides the facility to track accepted articles and set up e-mail alerts to inform
you of when the article status has changed, as well as detailed artwork guidelines, copyright
information, frequently asked questions and more.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating to
proofs, are provides after registration of an article for publication.

No responsibility is assumed by the Publisher for any injury and/or damage to persons or
property as a matter of products liability, negligence or otherwise, or from any use or
operation of any methods, products, instructions or ideas contained in the material herein.
Because of the rapid advances made in the medical sciences, independent verification of
diagnoses and drug dosages should be made.
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ANEXO 2 (Artigo 2) — Manuscript Submission for TOXICOLOGY LETTERS

Official Journal of EUROTOX
An international journal for the rapid publication of short reports on all aspects of toxicology,
especially mechanisms of toxicity

Guide for Authors

An international journal for the rapid publication of short reports on all aspects of toxicology,
especially mechanisms of toxicity. Toxicology Letters also publishes mini-reviews, editorials,
commentaries and contemporary issues in toxicology.

General guidelines

The journal focuses on the rapid publication of novel results and prefers short manuscripts on
all aspects of toxicology although longer manuscripts will be considered. Preference is given
to studies that are relevant to mechanistic toxicology and hypothesis-driven. The rationale
should be sound, and the experimental design should be well-conceived. Completeness
usually requires that dose-response relationships are examined. Manuscripts that primarily
describe new methods, either experimental or theoretical, should provide examples of their
use. When studies involve the use of experimental animals, manuscripts should briefly
describe the procedures employed for animal care and handling. Experiments that require the
use of animals or humans must be conducted in accordance with International Guidelines.

Non-hypothesis-driven studies (e.g. safety evaluation of new chemicals or drugs) may be
published if the work is considered complete and the conclusions are unequivocal. Studies that
fail to elicit a toxic response (negative studies) might be acceptable if competently performed.

A manuscript may be declined for reasons of ethical considerations, incompleteness,
insufficient quality, prior publication of portions of the work, inadequate experimental design
or methods, inadequate description of experiments, of insufficient support for conclusions, or
subject matter not consistent with the mission of the journal.

Manuscripts are accepted for review with the understanding that the same work has not been
published, that it is not under consideration for publication elsewhere, and that its submission
for publication has been approved by all of the authors and by the institution where the work
was carried out. Further, it is understood that any person cited as a source of personal
communications has approved such citation.

Authors submitting a manuscript do so on the understanding that if it is accepted for
publication, copyright in the article, including the right to reproduce the article in all forms
and media, shall be assigned exclusively to Elsevier, unless legally prohibited (e.g. U.S.
Federal government employees).

Conflict of Interest and Source of Funding. A conflict of interest exists when an author or
the author?s institution has a financial or other relationship with other people or organizations
that may inappropriately influence the author's actions. All submissions to Toxicology Letters
must include disclosure of all relationships that could be viewed as presenting a potential
conflict of interest. Toxicology Letters may use such information as a basis for editorial
decisions and may publish such disclosures if they are believed to be important to readers in
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judging the article.

Conflict of Interest Statements for Authors. At the end of the text, under a subheading
"Conflict of Interest Statement", all authors must disclose any financial, personal, or their
relationships with other people or organizations within 3 years of beginning the work
submitted that could inappropriately influence the work submitted. Examples of conflicts
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants. If there are no conflicts of interest, authors should state
that there are none. Investigators should disclose potential conflicts to participants in clinical
trials and other studies and should state in the manuscript whether they have done so.
Toxicology Letters may decide not to publish on the basis of a declared conflict, such as the
financial interest of an author in a company (or its competitors) that makes a product
discussed in the paper.

Role of the Funding Source. All sources of funding should be declared as an
acknowledgment at the end of the text. Authors must also describe the role of the study
sponsor(s), if any, in a study design; in the collection, analysis, and interpretation of data; in
the writing of the report; and in the decision to submit the paper for publication. If the study
sponsor(s) had no such involvement, the authors should so state.

Manuscripts

Manuscripts should be typewritten, 1.5-spaced and should be in English. References should be
single spaced. In general, manuscripts should not be longer than 10 printed pages (approx. 15,
1.5-spaced typewritten pages) including the space needed for illustrations.

Manuscripts must be submitted for review via the Internet through the Author Gateway on the
Elsevier website (http://ees.elsevier.com/) toxlet). Submissions that are emailed, or mailed, to
the editors will not be considered. Questions about submissions may be directed to the
appropriate editor.

Americas and Japan: kehrerjim@mail.utexas.edu
All other areas of the world: dekant@toxi.uni-wuerzburg.de

English language help service: Upon request, Elsevier will direct authors to an agent who
can check and improve the English of their paper (before submission). Please contact
authorsupport@elsevier.com for further information.

Mini-review papers

These papers should be approximately 12-15, 1.5-spaced typewritten pages; should be in
English and submitted via the Internet through the Author Gateway on the Elsevier website
(http://ees.elsevier.com/toxlet). The reference list need not be exhaustive, but should include
the most significant articles. The names of two potential reviewers are also requested.

Revised versions

The medium of submission for revised papers is electronically through the Author Gateway
on the Elsevier website (http://ees.elsevier.com/. Figures should be submitted as original high
quality files of a standard graphics program. Revised versions should be returned within 3
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