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Andlise da Toxicidade Aguda Cecropia pachystachya Trécul e Cuphea calophylla
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RESUMO: O uso de plantas medicinais pela populacao brasileira € uma pratica comum e
antiga, devido a grande biodiversidade ao longo de todo territério nacional diversas
espécies sdo empregadas no tratamento de diferentes enfermidades. Cecropia
pachystachya Trécul, conhecida popularmente como embauba e Cuphea calophylla Cham.
& Schltdl, conhecida como sete-sangrias sdo duas espécies utilizadas para diversos fins
curativos na medicina popular, porém até o momento ndo foi avaliada a sua seguranca
farmacolégica. Assim o objetivo deste estudo foi investigar a toxicidade oral aguda (TOA)
destas espécies utilizando o protocolo N° 425 da OECD. Foi utilizado extratos aquosos das
duas espécies denominados ESCP e ESCC. Trés grupos de ratas da linhagem Wistar foram
divididos em cinco animais cada e receberam 2000 mg/kg de ESCP, ou ESCC ou agua (5
mL/kg Controle). Por 14 dias os animais foram pesados e o consumo de 4gua e de racdo
foram avaliados. No 15° dia os animais foram eutanasiados e 0s 6rgdos vitais foram
avaliados macro e microscopicamente. O estudo indicou que o uso de ESCP ou de ESCC
na concentracdo de 2000mg/kg ndo apresentou toxicidade oral aguda no modelo animal
utilizado. Concluimos que o presente estudo evidenciou seguranca farmacoldgica destes
extratos neste modelo de estudo abrindo caminho para que estudos mais aprofundados em

termos de seguranca farmacolégica sejam realizados.

Palavras-chave: Ensaio pré-clinico, embaulba, sete-sangrias, plantas medicinais.



Analysis of acute toxicity Cecropia pachystachya Trécul and Cuphea calophylla
Cham. & Schltdl in Wistar rats.
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ABSTRACT: The use of medicinal plants by the Brazilian population is a common and
ancient practice, due to the great biodiversity throughout the national territory, several
species are used in the treatment of different diseases. Cecropia pachystachya Trécul,
popularly known as embauba and Cuphea calophylla Cham. & Schitdl, known as Sete-
sangrias are two species used for various curative purposes in popular medicine, but until
now, their pharmacological safety has not been evaluated. Taking this in consideration, the
aim of this study was to investigate the acute oral toxicity (TOA) of these species using
protocol No. 425 of the OECD. Aqueous extracts of the two species called ESCP and ESCC
were used. Three groups of female Wistar rats were divided into five animals each and
received 2000 mg / kg of ESCP, or ESCC or water (5 mL / kg Control). For 14 days the
animals were weighed and the consumption of water and food was evaluated. On the 15th
day, the animals were euthanized and the vital organs were evaluated macro and
microscopically. The study indicated that the use of ESCP or ESCC at a concentration of
2000mg / kg did not present acute oral toxicity in the animal model used. We conclude that
the present study showed pharmacological safety of these extracts in this study model,

opening the way for further studies in terms of pharmacological safety to be carried out.

Keywords: Pre-clinical trial, embauba, sete-sangrias, medicinal plants.



1. INTRODUCAO

O Brasil & o0 pais mais extenso da América do Sul compreendendo uma é&rea de
cerca de 8.515.767,049 m? (IBGE, 2012). Sendo o pais com a maior biodiversidade do
planeta, contendo seis biomas terrestres e possuindo mais de 46.097 espécies vegetais
(FLORA DO BRASIL, 2019). Essa vasta flora desperta interesse em comunidades
cientificas internacionais e nacionais para fins académicos de conservacédo e utilizacdo
racional destes recursos (SCARIOT et al, 2005). Devido a essa grande variedade, cada
espécie acaba por possuir uma série de caracteristicas proprias, sendo 0 uso dessas
comumente empregado contra os sintomas ou causas de enfermidades (BOTSARIS,
MEKLER, 2004).

O uso de plantas para tratamento de doencas ocorre desde os primérdios da
humanidade, popularizando o uso das plantas medicinais (FRANCA et al., 2008). De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento utilizam de praticas tradicionais em seus cuidados basicos e cerca de 85%
usam plantas medicinais ou preparacdes destas (BRASIL, 2006)

O Ministério da Saude (MS), por meio do Sistema Unico de Saude (SUS), em 2006,
implementou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) com
0 objetivo de garantir a integralidade na atencéo a saude. Esta politica visa a inclusao de
técnicas para prevencao de agravos, promoc¢ao e manutencdo de saude como praticas
alternativas, tal qual fitoterapia nas praticas da rede publica de saude. Esta acdo do MS
estimula o uso de plantas medicinais como préticas integrativas no SUS, bem como projeta
a necessidade de estudo e pesquisa de novas espécies com potenciais medicinais e com
seguranca terapéutica (BRASIL, 2006).

No que diz respeito as plantas medicinais, deve-se estabelecer critérios para incluir
e exclui-las baseadas no conceito de eficacia e seguranca e identificar as necessidades
emergenciais da populacao a partir de dados epidemioldgicos das doencas que podem ser
tratadas com plantas medicinais (BRASIL, 2006).

Diversas espécies medicinais sdo utilizadas pelas populacbes de nosso pais e
muitas delas ainda ndo tiveram sua eficacia e seguranca farmacologica comprovadas.
Dentre estas espécies podemos citar a Cecropia pachystachya Trécul, conhecida como
Embauba, e a Cuphea calophylla Cham. & Schitdl, conhecida como Sete-sangrias, as quais
sdo amplamente utilizadas popularmente pelas suas possiveis propriedades diuréticas,

anti-inflamatéria, anti-hipertensivos e antiateroscleréticas (HARRI, MATOS, 2002).
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A seguranca farmacologica € de extrema importancia para o uso de medicamentos
em geral, bem como das plantas medicinais. Em 1999 foi criada a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pela Lei n° 9.782, que se faz responsavel por garantir e
promover a protecdo da saude populacional brasileira por intermédio do controle sanitario
da producdo e comercializagcdo de produtos, responsaveis pelo monitoramento dos
medicamentos existentes no mercado, buscando a qualidade, eficacia e seguranca, tendo
como base a agéncia governamental americana Food and Drug Administration (FDA)
(FERREIRA et al., 2009).

Antes de realizar testes em seres humanos € necessario realizar estudos pré-
clinicos, cujo objetivo principal é a avaliacdo farmacoldgica em sistema in vitro e em modelo
animal in vivo para o maior conhecimento acerca das propriedades e efeitos adversos do
farmaco, garantindo assim a seguranca farmacolégica (FERREIRA et al., 2009).

Para os estudos pré-clinicos sdo seguidos os protocolos estipulados pela ANVISA
gue se orienta pelos guias internacionais da The Organisation for Economic Co-operation
and Development (OECD). Um estudo pré-clinico bem estabelecido é o teste de toxicidade
oral aguda (TOA) onde altas doses de substancias quimicas séo testadas para avaliar 0s
indices de mortalidade de animais de laboratério (ANVISA, 2013, OECD, 2008).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo testar a TOA dos extratos de
Cecropia. pachytachya Trécul e Cuphea. calophylla Cham. & Schitdlem em modelo animal
de ratos Wistar, a fim de investigar a sua seguranca farmacoldgica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Recursos provenientes da hatureza, como as plantas medicinais, séo utilizados tanto
em centros urbanos, quanto rurais como recursos alternativos ou complementar a medicina
tradicional (RUTKANSKINS, CRUZ-SILVA, 2009). Apesar de existir uma crenga errénea
gue todos produtos advindos de plantas sdo considerados seguros (EKOR, 2014), as
plantas medicinais precisam ser investigadas e utilizadas corretamente, pois podem
apresentar efeitos colaterais e até mesmo risco de intoxicacdo (CARNEIRO et. al, 2014).

O Brasil, por possuir grande diversidade néo s6 vegetal como também cultural, tem

o0 historico de atribuir conhecimentos empiricos sobre tratamentos alternativos como 0 uso
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de plantas medicinais e investe em praticas publicas para difundir tais conhecimentos e
implementar no SUS de forma gratuita tratamentos a base destas plantas (BRASIL, 2006).

Nesse contexto os estudos toxicoldgicos pré-clinicos com plantas medicinais surgem
de forma preditiva, pois permitem avaliar os efeitos toxicos da amostra e também vantajoso,
pois possibilita o controle em relacdo as condicdes de exposicdo, grupo exposto e a
determinacao dos efeitos decorrentes da exposicdo aguda e cronica (SILVA et al.,2012).

Devido a crescente busca por conhecimentos que possam agregar terapias
alternativas aos tratamentos convencionais, diversos estudos vem sendo realizados em
territdrio nacional a fim de investigar a seguranca do uso destas espécies vegetais. Assim
os estudos investigando a TOA trata-se de um importante método de rastreio inicial de
toxicidade.

2.1.1 Cecropia pachystachya Trécul

A C. pachystachya Trécul € uma planta que se distribui principalmente no continente
americano e em grande quantidade no Brasil (Figura 1). Conhecida popularmente como
Embaudba, é uma angiosperma pertencente a familia Urticaceae e se apresenta como
arvores de 2,5 - 12m. Possui laminas foliares lobadas com face arredondada a aguda ou
acuminada, inflorescéncia espatas, flores estaminadas glaba (Fig. 2), sendo as flores e
frutos coletados ao longo do ano (GAGLIOTI, ROMANUIC-NETO, 2012). Além do seu uso
na industria de celulose, as folhas secas sdo utilizadas como cha diurético, possuindo
também acdo expectorante, antiasmatica (YURQUINA et al., 2008) anti-hipertensiva e anti-
inflamatoéria (HARRI, MATOS, 2002). Quando realizado ensaio fitoquimico registrou-se a

presenca de beta-sitosterol e alfa-amirina entre substancias triterpenoides e a isovitexina,

um flavonoide de ac¢&o anti-hipertensiva (UCHOA, 2009).

FONTE: Global Biodiversity Information Facility (GBIF).

Figura 1. Distribuicdo geogréafica de C. pachystachya Trécul.
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FONTE: Global Biodiversity Information Facility (GBIF).

Figura 2. Folhas e Flores de Cecropia pachystachya Trécul

2.1.2 Cuphea calophylla Cham. & Schltdl

A C. calophylla Cham. & Schltdl € uma planta distribuida no continente americano,
sendo que na porcao norte-americana esta presente no oeste e sul do México e na porgéo
sul-americana encontra-se presente na Bolivia, Paraguai, Argentina e Brasil (Fig. 3)
(FACCO, 2015). E também comumente utilizada com fins terapéuticos, ocorrendo desde a
regido central do Brasil, estendendo-se ao sudeste e sul do pais. Conhecida popularmente
como Sete-sangrias, € uma angiosperma da familia Lythraceae, sendo subarbustos de até
70 cm, glabro ou piloso tendo folhas opostas pecioladas, oblongas, manifestando
inflorescéncia em racemos ou tirsos, com flores zigomorfas e alternas (CAVALCANTI,
GRAHAM, 2002).

Toda a planta é comumente utilizada, podendo ser feito tradicionalmente o cha das
folnas e da planta picada, xarope e compressas locais, apresentando propriedades
diaforética, diurética, laxativa, sendo também usada contra hipertensdo arterial e
arteriosclerose (HARRI, MATOS, 2002).

Com base em estudos da composi¢do quimica da C. calophylla Cham. & Schitdl,
destaca-se a presenca de 6leos essenciais, taninos, pigmentos, mucilagens, saponinas e
flavonoides (HARRI, MATOS, 2002).
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FONTE: Global Biodiversity Information Facility (GBIF).

Figura 3. Distribuicdo Geografica de Cuphea calophylla Cham. & Schltdl

FONTE: Global Biodiversity Information Facility (GBIF).

Figura 4. Inflorescéncia de C. calophylla Cham. & Schltdl

3. TOXICIDADE ORAL AGUDA (TOA)

Dentro da seguranca farmacolégica, diversos testes sdo realizados para investigar
e avaliar a presenca de algum possivel risco ou efeito que possa ser nocivo para 0 ser
humano. Esses testes sdo chamados de testes pré-clinicos, os quais podem ser conduzidos
in vitro e in vivo (BERKOWITZ, 2006). Um dos testes realizados in vivo é o TOA, em que
se investiga a toxicidade produzida por uma substancia teste na concentragdo maxima de

2000 mg/kg e quando justificavel na concentracdo maxima de 5000 mg/kg (OECD, 2008).
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O teste de toxicidade oral aguda é uma etapa fundamental dentro da pesquisa por
um novo composto com potencial farmacologico pois permite avaliar a toxicidade de uma
amostra quando esta € administrada em uma ou mais doses durante um periodo nao
superior a 24 h, seguido de observacéo dos animais por 14 dias apés a administracéo. E
utilizado como um rastreio inicial de toxicidade, permitindo estimar a dose letal (DL50) e
classificar a amostra de acordo com os critérios do Globally Harmonised System (GHS)
(ANVISA, 2013; 2016).

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a toxicidade oral aguda dos extratos aquosos das folhas de C.

pachystachya (ESCP) e C. calophylla (ESCP) em ratos Wistar

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos da administracdo de ESCP e ESCC na alteracdo do consumo
de 4gua ou alimento em relac@o a animais tratados com agua (Controle);

Avaliar se os tratamentos com os extratos alteraram o peso corporal dos animais em
relacdo ao controle;

Mensurar a possivel alteracdo macro e microscopicas de 0rgaos vitais de animais
tratados com os extratos;

Avaliar alteracdo do peso dos érgaos dos animais tratados com os extratos;

Investigar sinais de toxicidade através de possiveis alteracbes comportamentais.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta do Material Vegetal

O material botanico da C. calophylla Cham. & Schitdl foi coletado no municipio de

Curitiba — PR (24° 18’ S e 49° 37’ N) sendo devidamente processado para a realizagéo dos
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testes e submetido a identificacdo e registro (confeccdo da exsicata) no Herbario da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF sob o nimero 101547. As
folhas de C. pachystachya Trécul foram coletadas no municipio de Tuneiras do Oeste - PR
(23° 52’ 147 S e 52° 52’ 34” W), sendo a amostra da espécie devidamente identificada pela
taxonomista Dra. Inés Janete Matozzo Takeda e foi elaborada e depositada a exsicata sob

namero 22306 no Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

5.1.2 Preparo dos extratos aquosos purificados

As partes aéreas da C. calophylla foram utilizadas para o preparo dos extratos pela
metodologia de infusdo, mimetizando assim o uso popular (HARRI; MATOS, 2002), com
algumas modificagbes. J& para o preparo do extrato da C. pachystachya as folhas foram
utilizadas também pelo processo de infusdo de acordo com o uso popular na Argentina
(RIVERA-MONDRAGON et al., 2017), com algumas modificacées.

O material vegetal das duas espécies foi seco em estufa a 40 °C, moido (100 g) e
submetido ao processo de extracao por infusdo com 1L de 4gua fervente, sendo realizada
a extracdo até que fosse atingida a temperatura ambiente. Foi empregada a técnica de
filtracdo para que houvesse a separacédo dos residuos, que foram desprezados. Os extratos
obtidos foram concentrados em evaporador rotatério até um volume de 200 mL. Para cada
200mL obtido foi misturado 600 ml de etanol (PA) para a precipitacdo das proteinas e
polissacarideos, obtendo-se um precipitado e um sobrenadante etandlico do infuso que da
C. calophylla foi chamado de ESCC e da C. pachystachya foi chamado de ESCP. O ESCC
e 0 ESCP ap6s o processo de rotaevaporacao e liofilizacao foram armazenados em formato

de po no freezer até posterior utilizacdo nos experimentos.

5.2 Animais

O emprego e manutencao dos animais se adequa a legislagcéo brasileira de bem-
estar animal. Os procedimentos experimentais empregados neste estudo foram aprovados
pelo Comité Institucional de Etica da UFGD (autorizacdo numero 31/2017 e 40/2017).
Quinze ratos Wistar fémeas foram adquiridos no biotério da UFGD, com a idade de 8
semanas. Foi realizado a adaptacdo dos animais durante duas semanas as novas
condi¢cBes no biotério setorial da faculdade de ciéncias da saude (FCS/UFGD). Os animais

foram mantidos em numero de 5 por gaiola e foram mantidos sob condigbes ambientais
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para o padréo da espécie (temperatura média de 22 £ 2 ° C, 50 + 20% de umidade relativa,

ciclo claro-escuro de 12:12 h).

5.2.1 Teste Toxicidade Oral Aguda

A TOA dos extratos foi avaliada de acordo com os parametros da Organizagcao para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico através do protocolo 425 (OECD, 2008). Os
animais foram divididos em trés grupos experimentais: Grupo ESCC (que recebeu 2000
mg/kg do extrato da C. calophylla); Grupo ESCP (que recebeu 2000 mg/kg do extrato da C.
pachystachya) e Grupo Controle (que recebeu 5 ml/kg de agua tratada). Os tratamentos
foram administrados via oral, por gavagem, em dose Unica ap6s um periodo de 12 horas

de jejum. A alimentacéo foi reestabelecida aos animais apds uma hora do tratamento.

5.2.2 Comportamento dos Animais

Os animais ficaram em constante observacao imediatamente apos a administracao
dos tratamentos seguindo-se por um periodo observacional de 8 horas. O comportamento
dos animais foi diariamente observado segundo o screening hipocratico (MALONE;
ROBICHAUD, 1962). As animais fémeas foram analisadas quanto a atividade do sistema
nervoso central (SNC) estimulantes (hiperatividade, irritabilidade, agressividade, tremores,
convulsdes, piloere¢édo, movimento intenso das vibrissas e outras) e atividades depressoras
(hipnose, ptose, sedacao, anestesia, ataxia, reflexo corneal e perda do reflexo auricular).
Outros comportamentos também foram analisados como ambulacdo, bocejo excessivo,
limpeza, levantar, escalar, vocalizar, sacudir a cabeca, contorcdes abdominais, abducéo
das patas do trem posterior e garra. As atividades eram avaliadas de 0 a 4 quanto a
intensidade (OCDE, 2008).

5.2.3 Peso dos Animais

O peso dos animais que foi avaliado em todos os dias de tratamento tendo inicio no
dia 0, procedendo-se a pesagem antes do tratamento com o ESCP e ESCC e o grupo
Controle, aléem de também ter sido realizada uma ultima pesagem dos animais no dia 15,

seguido pelo procedimento de eutanasia. Foi padronizado 100g/ peso corporal do animal.
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5.2.4 Consumo de 4gua e racao

A ingestao de agua foi avaliada a cada 24 horas durante os 14 dias de tratamento,
sendo disponibilizado 500ml de agua por caixa contendo os cinco animais dos respectivos
grupos Controle, ESCP e ESCC, sendo subtraido o valor consumido pelo valor reposto e
chegou-se numa relagédo do consumo em média de cada animal por caixa. Para 0 consumo
de racao foi realizado o mesmo procedimento, porém, foi disponibilizado 200g de ragéo por
caixa dos respectivos grupos citados anteriormente, havendo a subtracdo do valor

consumido pelo valor reposto.

5.2.5 Peso dos érgéaos

No 15° dia, ap6s um jejum de 8 horas, os animais foram eutanasiados e os 6rgao
vitais como coracgao, pulméo, figado, baco e rins e reprodutivos (ovarios e Utero) foram
retirados para andalises macroscopica (peso e observacdo de alteracBes aparentes) e
microscopica (andlise histopatoldgica) para identificar possivel anormalidade e/ou lesdo. O
peso relativo dos 6rgaos de cada animal foi calculado da seguinte maneira: peso absoluto

x 100% / peso corporal dos animais no dia da eutanasia.

5.2.6 Avaliacéao histopatoldgica

Para a analise histopatolégica, as amostras dos 6rgdos foram cuidadosamente
coletadas, acondicionadas em formol a 10%, desidratadas com alcool e xilenol, embebidas
em cera de parafina, seccionadas, montadas em laminas de vidro, coradas com
hematoxilina/ eosina, sendo avaliadas posteriormente pelos veterinarios patologistas prof.
Dr. Roosevelt Isaias Carvalho Souza e profé. Dr2. Ariany Carvalho dos Santos.

5.3 Andlises Estatisticas

Para as analises estatisticas foram realizados os testes T de Student com o programa
GraphPad Prism 7 comparando os dados dos grupos ESCP e ESCC com o grupo Controle.
Os resultados expressos séo da média de cada grupo e do erro padrao medio (EPM).



6. RESULTADOS

6.1 Rendimento dos extratos
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ApGs o preparo dos extratos ESCP e ESCC, o rendimento final das duas espécies foi

menor do que 5% do peso da massa verde inicial.

6.2 Screening comportamental

Quanto ao comportamento dos animais, nenhum dos animais tratados com os extratos

ESCP e ESCC apresentaram qualquer alteracdo nos parametros estabelecidos segundo

MALONE et al. (1962), bem como nenhum 6bito foi observado, indicando a auséncia de

toxicidade.

6.3 Peso dos animais

Nos animais tratados com o ESCC e o ESCP néo apresentaram quaisquer alteracées

guanto ao peso corpéreo quando comparado ao controle como podemos observar na tabela

1, assim sugerindo que os extratos ndo promovem ganho ou perda de peso.

Tabela 1: Analise do peso corporal dos animais dos grupos Controle, ESCP e ESCC

Tratamentos Controle ESCP ESCC

Dia 0 245.00 + 7.29 253.67 + 13.97 261.50 + 7.76
Dia 7 275.40 + 8.31 271.00 + 13.02 284.00 + 6.02
Dia 15 254.40 + 8.46 249.20 + 11.18 264.00 + 7.82

Os resultados apresentados sdo a média do peso corporal por animal de cada grupo por 100g de peso

corporal.



19

6.4 Consumo de Agua e Racgéo

Na Fig. 5 podemos observar que ndao houve alteracdo de consumo de 4gua e de
ragéo no grupo de animais tratados com os extratos ESCC e o ESCP quando comparado

com o grupo controle.

Figura 5: Andalise do consumo de agua e racao dos grupos Controle, ESCP e ESCC.
Os resultados apresentados sdo do consumo médio diario por animal de cada grupo para

cada 100g de peso corporal nos dias 0, 7 e 15.
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6.5 Peso dos 6rgaos

Os pesos dos 6rgaos dos animais néo revelaram diferencas significativas quando
comparamos 0 grupo controle e os grupos tratados com ESCP e ESCC como mostra a
tabela 2.



Tabela 2: Analise do peso dos 6rgaos dos grupos Controle, ESCP e ESCC.

Orgéo Controle ESCP ESCC
Coracéo 0.26 £ 0.01 0.26 £ 0.01 0.24 £0.01
Figado 3.32+£0.35 3.32+0.13 3.04+0.19
Rim direito 0.33+0.01 0.34 +£0.02 0.33+0.01
Rim esquerdo 0.32+0.01 0.33+0.01 0.32+£0.01
Baco 0.21 +£0.02 0.19 +£0.01 0.17 £0.01
Pulméo 0.45+£0.01 0.44 £0.02 0.48 £0.01
Utero 0.28 + 0.03 0.24 £ 0.04 0.17 £0.01
Ovério direito 0.01 + 0.001 0.02 +0.001 0.02 £ 0.001
Ovério esquerdo 0.01 +0.001 0.02 +0.001 0.02 + 0.001
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Os resultados apresentados sdo da média de peso dos 6rgéos de cada animal por grupo para cada 100g de

peso corporal.

6.6 Avaliacdo Histopatoldgica

As analises macroscopicas e microscopicas dos 0rgdos vitais (coragao, figado, rins,

baco e pulmdes) e dos 6rgdos reprodutivos (ovario e utero) do grupo Controle, ESCP e

ESCC estao presentes na figura 6. Macroscopicamente nao se observou qualquer alteracéao

morfolégica. Em todos os grupos dos animais estudados, microscopicamente foram

observados infiltrados mononucleares e sinais de hiperemia, porém néo € um resultado que

indique toxicidade.
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Figura 6: Imagens macroscopica e microscopica dos grupos Controle, ESCP e ESCC

respectivamente. (1= Coracao, 2= Pulméo, 3= Baco, 4= Rins, 5= Figado).

7. DISCUSSAO

Plantas medicinais sao utilizadas, popularmente, para o tratamento de muitas
enfermidades, porém, a auséncia de dados toxicolégicos associada a capacidade das
plantas medicinais de apresentarem efeitos adversos alertam para estudos que fornecam
informacdes confiaveis sobre os efeitos toxicologicos que tais plantas possam acarretar.
Assim, ensaios pré-clinicos, como estudos de toxicidade de dose Unica (aguda) € uma
ferramenta que garante a eficacia, qualidade e seguranca farmacolégica das plantas
medicinais (HANDAM et al., 2017).

O experimento toxicolégico apresentado neste trabalho comprovou a auséncia de
toxicidade dos extratos aquosos das duas plantas avaliadas neste estudo, onde até a dose
de 2000 mg/kg, os animais ndo apresentaram sintomas clinicos, sendo assim, a DL50
estabelecida foi maior que 2000 mg/kg segundo os critérios da OECD (2008), além de nao
ter sido observada a morte de nenhum animal. Portanto, os extratos podem ser
considerados seguros nas condi¢cbes experimentais utilizadas nesse estudo. Alguns
estudos toxicoldgicos ja foram conduzidos com outras espécies de Cuphea, tais como de
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ESPINOSA et al. (2013), que retratou que a administracdo oral da infusdo de Cuphea
aequipetala Cav. (5000 mg/kg) ndo apresentou efeitos toxicos agudos, nem diferengas no
peso corporal ou divergéncias no comportamento dos animais, estimando-se, portanto,
DL50 acima de 5000 mg/kg corroborando com os resultados deste trabalho.

Em outros estudos, com outras espécies de Cecropia, como de Cunha (2006), mostrou
gue a administracdo do extrato de Cecropia peltata apresenta DL50 em doses superiores
a 2000mg/kg, sendo observado qualquer sinal de toxicidade somente em doses de
2,205mg/kg num periodo de 24 horas corroborando com os resultados apresentados neste
trabalho.

Na figura 6, podemos observar os achados histopatoldgicos e macroscopicos do grupo
ESCP. Macroscopicamente os érgaos avaliados estdo com morfologia dentro do normal,
microscopicamente houve alteracdes discretas como hiperemia, porém, a causa provavel
deve-se ao uso de isoflurano, utilizado para a eutanasia dos animais (MOUTINHO, 2010).
Observamos também a presenca de infiltrados mononucleares que conforme Costa e
colaboradores (2011) ndo indicam sinais de toxicidade no tecido, levantando a hipétese de
ser decorrente a um fator ambiental onde os animais se mantiveram em todo o estudo. Nos
achados histopatologicos e macroscoépicos do grupo ESCC, a morfologia dos 6rgaos estao
normais e microscopicamente ndo houve nenhuma alteracao evidente além dos infiltrados
mononucleares e hiperemia anteriormente relatada.

Os resultados encontrados neste estudo, analisando o uso em dose Unica de altas
concentracfes das espécies C. pachystachya Trécul e C. calophylla Cham. & Schltdl em
ratas Wistar, mostram que estas plantas nao apresentaram toxicidade neste modelo animal.
O estudo da TOA é um dos estudos iniciais importantes para garantir a seguranca destas
espécies. Os estudos de toxicidade, com tempo prolongado e em novos modelos
experimentais, sdo fundamentais para garantir a segurangca do consumo destas espécies

em humanos.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1 — Normas da revista — Revista Brasileira de Plantas Medicinais

INSTRUCTIONS TO THE AUTHORS

Scope and policy

The Brazilian Journal of Medicinal Plants [BJMP] is a quarterly publication devoted to the
dissemination of original articles, reviews and preliminary notes, which must be inedited,
covering the broad areas of medicinal plants. Manuscripts involving clinical trials must be
accompanied of an authorization by the Ethics Committee of the Institution where the
experiment was carried out. The articles can be written in Portuguese, English or Spanish;
however, an abstract in both English and Portuguese is obligatory, independently of the
used language. Papers should be sent by e-mail to ropm.sbpm@gmail.com, typed in Arial
12, double space, 2cm margins, Word for Windows. Telephone numbers for any urgent
contact should also be included in the submission e-mail. The articles should not exceed 20

pages.

For publication of articles submitted to RBPM after 1 st April 2013, there is a cost of $ 300
(three hundred reais) to be paid by the authors only by receiving the acceptance letter, when

they will receive also the invoice and payment instruction.

Format and preparation of manuscripts

ARTICLES

Articles must be structured as follows:
TITLE: The title must be clear and concise, typed in bold, with only the first letter in
uppercase, and centralized on the top of the page. A subtitle, if available, must follow the
title, in lowercase letters, and may be preceded by a roman numeral. The common names
of medicinal plants must be followed by their scientific nhames in parentheses, available

at www.tropicos.org and www.ipni.org.

AUTHORS: Cite first the last name of authors in full (use only the initials of first and

intermediate names without spaces and separated by commas), in uppercase letters and
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bold, starting two lines below the title. Following each author's name, a superscript number
must indicate the respective Institution and address (street, zip code, town, country). The
corresponding author must be identified with an e-mail address. Authors' names must be

separated by a semicolon.

RESUMO: "Resumo" must be on the title page, starting two lines below the authors' names.
It must be written in only one paragraph containing aims, summarized material and methods,
main results, and conclusion. No literature citations must be included. Palavras-
chave: "Palavras-chave" must start one line below "Resumo” at the left margin, typed in

bold, and should include up to five words separated by commas.

ABSTRACT: It must contain the title and the abstract in English, with the same format as
that in Portuguese (single paragraph), except for the title which must be typed in bold with

the first letter in uppercase and included after the word ABSTRACT.

Key words: The key words in English must be typed bellow the ABSTRACT and should
include up to five words separated by commas

INTRODUCTION: The introduction must contain a brief literature review and the aims of the
work. Authors must be cited in the text according to the following examples: Silva (1996);
Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva, 1986), or when there are more than two authors,
Santos et al. (1996).

MATERIAL AND METHOD: The employed original techniques must be completely
described or references to previous works reporting these methods should be included.
Statistical analyses must also contain references. In the methods, the following data
regarding the studied species must be presented: scientific name and author, name of the
Herbarium where the voucher species is stored and its respective number Voucher

Number).

RESULT AND DISCUSSION: These can be presented separately or as a single section,

including a summarized conclusion at the end.

ACKNOWLEDGEMENT: If necessary, acknowledgements must be written in this section.

REFERENCE: References must follow the examples below:
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TABLES: Tables must be inserted within the text and typed in Arial 10, single space. The
word TABLE must be typed in uppercase letters followed by Arabic numerals; in the text,
tables must be typed in lowercase letters (Table). The Table title must be typed in Arial 12

while the data within the Table must be in Arial 10.

FIGURES: lllustrations (graphs, photographs, drawings, maps) must be typed in uppercase
letters followed by Arabic numerals, Arial 12, inserted within the text. When cited in the text,
lowercase letters should be used (Figure). Captions and axes must be typed in Arial 10.
Photographs must be sent in separate files of 300 DPI resolution, 800 x 600, JPEG

extension, for publication printing.

Review Process: The manuscripts are analyzed by at least two reviewers, according to a
guide for evaluation mainly based on the scientific approach. The reviewers will recommend
the acceptance, with or without the need of reevaluation, rejection or changes; in the latter
case, the rewritten article will return to the reviewer for a final evaluation. When at least 2
reviewers approve the manuscript, with no need of a reevaluation, it will be ready for
publication and the author will receive the acceptance letter and instructions for cost
payment (R$ 300/manuscript)*.Reviewers' names are hidden, and the authors' names are

also concealed from reviewers.

* Only approved articles submitted after 1st April 2013 must pay for publication costs.

Copyright: When submitting an article to the journal, the authors must be aware that if it is
accepted for publication, its copyright, including rights for reproduction in all media and
formats, will be exclusively ceded to the Brazilian Journal of Medicinal Plants. The journal
will not refuse legitimate requests by the authors to reproduce their articles.

ATTENTION: Articles not consistent with these standards will be returned to authors.
Note: Opinions and concepts reported in the papers constitute the author's exclusive
responsibility. However, the Editorial Board has the right to suggest or require the

modifications they judge necessary.

Submission of manuscripts

Papers should be sent by e-mail to rbopm.sbpm@gmail.com.
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9.2 Anexo 2 — AutorizagBes do Comité Institucional de Etica de Uso de Animais da
UFGD

MINISTERIO DA EDUCACAO
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Dourados-MS, 25 de marco de 2018.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Investigagdao etnofarmacolégica dos
efeitos cardiovasculares e renais de Cuphea calophylla CHAM. & SCHTDL. Subsp.
mesostemon (KOEHNE) LOURTEIG”,
registrada sob o protocolo de n° 31/2017, sob a responsabilidade de Argquimedes
Gasparotto Junior — que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da

Grande Dourados, em reunido de 17/11/2017.

Finalidade ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo | 01/04/2018 a 30/10/2020

Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus - Wistar
N° de animais 50

Peso/idade 60 dias

Sexo 40 machos e 10 fémeas

Biotério Central da Universidade Federal da Grande

Origem Dourados- UFGD
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cardiovascular de Cecropia pachystachya TRECUL (URTICACEAE)”, registrada sob o
protocolo de n° 40/2017, sob a responsabilidade de Arquimedes Gasparotto Junior — que
envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em reunido

de 17/11/2017.
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