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RESUMO

Introducao: Echinodorus macrophyllus, popularmente conhecido como ‘“chapéu de
couro”, tem sido utilizada no Brasil como medicamento tradicional para o tratamento da
hiperuricemia, artrite reumatdide, doencas renais e outras doencas. Entretanto, ha
necessidade da comprovacdo cientifica das suas agdes frente a hiperuricemia, além da
avaliacdo na deteccdo de qualquer efeito téxico. O presente estudo foi realizado para
investigar o efeito da E. macrophyllus na hiperuricemia em animais hiperuricémicos
induzidos com 4cido oxOnico, além das andlises, das alteragdes histopatolégicas do rim e
bexiga, determinacdo da DLsy, bem como a investigacdo do seu potencial genotdxico e
mutagénico. Métodos: A andlise do extrato das folhas da E. macrophyllus foi realizado
através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para investigar a atividade
anti-hipeuricemiante do extrato da E. macrophyllus foram utilizados ratos Wistar (machos),
induzida a hiperuricemia com dcido oxdnico. O extrato da E. macrophyllus foi usado nas
doses de 125 e 250 mg/kg por 7 dias. Os niveis séricos e urindrios de &cido urico,
creatinina, bem como nitrogénio uréico sanguineo (BUN) e fra¢des de excrecdo de urato
(FEUA) foram determinados por métodos colorimétricos e realizada avaliagcdes
histopatologicas do rim e bexiga. Na determinagao da DLsy utilizou-se ratos Wistar
(fémeas), com administracdo do extrato da E. macrophyllus na dosagem de 2000 mg/kg
corporal e observados por 14 dias. O ensaio cometa e o teste de microntcleo para avaliar a
genotoxidade e mutagenicidade foram utilizados 50 camundongos Swiss (machos),
divididos em 05 grupos (10 camundongos/grupo), sendo que o controle negativo (grupo I)
foi exposto por via oral com uma solugdo salina (0,1 mL/10 g de peso corporal). Os
animais do controle positivo (grupo II) foram tratados por via intraperitoneal com
ciclofosfamida a uma dose de 100 mg/kg. Enquanto trés grupos receberam o extrato da E.
macrophyllus , em doses de 500 (grupo III), 1000 (grupo 1V), e de 2000 (grupo V) mg / kg
de peso corporal por gavage. Resultados: No extrato das folhas da E. macrophyllus a
CLAE demonstrou perfis caracteristicos de flavondides do tipo Flavonol. Nos ratos
hiperuricémicos o extrato da E. macrophyllus diminuiu os niveis sérico de dcido trico com
aumento da eliminacdo renal e da FEUA, nao apresentando alteracdes histopatoldgicas
renais ou vesicais comparadas ao controle negativo e as concentracdes das enzimas
hepdticas e parametros renais permaneceram dentro da normalidade. O extrato da E.
macrophyllus, na dosagem de 2000 mg/kg, nao apresentou toxidade aguda, indicando que a
DLsy € superior a esta dosagem. Na avaliacdo da genotoxidade e mutagenicidade, ndo
demonstraram alteragdes no indice ou frequéncia de dano ao DNA, e a exposicdo ao
extrato nao interferiu no nimero de eritrécitos policromaticos micronucleados. Conclusao:
Os resultados obtidos demonstram atividade anti-hiperuricémica do extrato da E.
macrophyllus comprovando indicagdes empiricas em relacdo aos niveis de dcido drico
sérico, com aumento da eliminag¢do de 4cido drico e FEUA, além disso, ndo apresentou
alteracao histopatoldgica e auséncia de genotoxidade e mutagenecidade.

Palavras chaves: Echinodorus macrophyllus, hyperuricemia, uric acid, flavonoids, oxonic
acid, DLs, genotoxidade, mutagenicidade.
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ABSTRACT

Introduction: Echinodorus macrophyllus is popularly known in Brazil as “chapéu de
couro” and it has been used by traditional medicine to treat hyperuricemia, rheumatoid
arthritis and renal diseases. However, there are no scientific studies evaluating your
antihyperuricemic activity and possible toxicological effects. This study aimed to
investigate the effect of E. macrophyllus in hyperuricemic rats induced by oxonic acid,
analyze kidney and bladder histopathological changes, determine LD50, and investigate the
genotoxic and mutagenic effects. Methods: The extract of E. machophyllus was analyzed
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Male Wistar rats received oxonic
acid to induce hyperuricemia for the investigation of anti hyperuricemic activity of
extractat doses of 125 and 250 mg/kg given for 7 days. Serum and urinary levels of uric
acid, creatinine, blood urea nitrogen (BUN) and fractional excretion of uric acid (FEUA)
were measured by colorimetric assays. Kidney and bladder were dissected for
histopathology. Female Wistar rats received E. macrophyllus extract orally at dose of 2000
mg/kg for 14 days to determine LD50. In comet assay and micronucleus test, 50 male
Swiss mice were divided into 5 groups (n=10). Negative control group (I) received saline
solution (0.1 mL/10 g.). Positive control group (II) received ciclofosfamide (100 mg/kg,
1.p.). Groups III, IV and V received, respectively, 500, 1000 and 2000 mg/kg of the extract,
orally. Results: High Performance Liquid Chromatography (HPLC) of leaves from E.
macrophyllusshowed presence of flavonoids of type Flavonol. Treatments to hyperuricemic
rats showed a decrease in serum levels of uric acid by increasing the renal excretion of uric
acid and FEUA. No histopathological alterations in kidney and bladder were observed
when compared to negative control group. Kidney enzymes concentration and renal
parameters were within normal ranges. E. macrophyllus extract given at dose of 2000
mg/kg did not show acute toxicity, indicating that LD50 is superior to this dose.
Genotoxicity e mutagenicity tests demonstrated no alterations in index or frequency of
DNA damage and no alterations in number of micronucleated polychromatic erythrocytes.
Conclusion: Results show the antihyperuricemic activity of E. macrophyllus extract,
corroborating to the traditional use of this plant. The extract decreased serum levels of uric
acid by increasing excretion of uric acid and FEUA. In addition, no alterations were
observed in histopathology, showing evidences of no genotoxic and mutagenic effects.

Keywords: Echinodorusmacrophyllus, hyperuricemia, uric acid, flavonoids, oxonic acid,
LDsp genotoxicity, mutagenicity.
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1. INTRODUCAO

O 4cido urico (AU) produzido principalmente no figado é o produto final do meta-
bolismo das purinas, adenina e guanina. O aumento da sua concentragdo no sangue, acima
dos valores de referéncia (homens = 3,4 a 7,0 mg/dL e mulheres = 2,4 a 6,0 mg/dL), leva a
hiperuricemia (HU) [1], o que corresponde a uma prevaléncia de 5 a 8% da populacdo
masculina nos Estados Unidos, atuando como o principal fator de risco para o desenvolvi-
mento da gota [2], sendo que nessa nos paises ocidentais, afeta cerca de 1-2% dos adultos,
com uma prevaléncia aumentada com a idade, sendo 7% em homens com mais de 65 anos
e 3% em mulheres acima de 85 anos [3], sendo associada também a disfun¢ao renal, doen-
ca cardiovascular, hipertensdo, diabetes [4] e sindrome metabdlica (SM) [5].

O AU € um 4cido fraco e a sua forma ionizada, o urato pode ser encontrado no
plasma humano, na sindvia e no liquido extracelular [6]. A HU e gota podem surgir na
presenca ou auséncia de distirbios clinicos subjacentes ou exposi¢des toxicas a drogas.
Quando o processo o qual resultou a HU ndo € identificado é denominada priméria ou
idiopatica, quando identificado, ela € classificada como secunddria. No entanto tanto a HU
primdria como secunddria na maioria das pessoas afetadas sao resultados da diminuicdo da
excre¢ao de AU renal e ndo da sua superprodugdo [2]. Jd a gota é uma doenca inflamatdria
causada pelos depdsitos de cristais de urato monossédico (CUM) no liquido ou tecido si-
novial, sendo que a formagdo desses cristais se devem a consequéncia da HU [7].

Os medicamentos atualmente mais utilizados na pratica clinica para a HU, s@o os
inibidores da xantina oxidase (XO) e os agentes uricostricos (probenecide e
benzobromarona). O alopurinol, inibidor da XO, é amplamente prescrito para o tratamento
da HU e gota, mas a sindrome de hipersensibilidade ao alopurinol continua a ser um perigo
grave e potencialmente letal, que pode se desenvolver dentro dos trés primeiros meses de
introducdo. Efeitos toxicos graves induzidos pelo alopurinol atingem <1% dos pacientes,
mas pode ser fatal, com uma taxa de mortalidade de cerca de 20% [7,8] e as drogas
uricostricas estdo associadas a um risco elevado de urolitiase [9]. O probenecide é
geralmente ineficaz em doentes com insuficiéncia renal concomitante e a benzobromarona
¢ eficaz em pacientes com insuficiéncia renal moderada, mas possui um risco de
hepatotoxicidade grave [10].

Ha alguns anos, muitos inibidores da XO tem sido isolados e caracterizados a partir

de plantas medicinais, sendo alternativas vidveis no tratamento da HU [11].
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A Echinodorus macrophyllus (Kunt) Micheli (Familia Alismataceae), popularmente
conhecida como "Chapéu-de-Couro”, é uma planta medicinal que cresce abundantemente
no Brasil, sendo utilizadas na medicina popular como adstringente, diurética, antiarritmica,
na artrite reumatoide, aterosclerose, infec¢des de pele, doengas respiratdrias, hepaticas, do
trato urindrio (litiase e nefrolitiase) [12,13] e diminui¢do do 4cido drico sérico (AUs) [14],
mas com comprovacdo cientifica apenas na atividade imunossupresssora [15] anti-
inflamatéria [16] e nefroprotetora [17].

Nesse sentido, buscamos investigar e validar o efeito da Echinodorus macrophyllus
(E. macrophyllus) como antimicrobiana frente a diferentes cepas, confirmar
cientificamente o seu uso empirico na HU, estabelecer a D;50 bem como analisar o seu
potencial genotoxico e mutagé€nico identificando e medindo a atividade de seus compostos
que possam causar danos ao DNA, uma vez que agentes quimicos ambientais sdo
importantes fatores tanto em termos de desenvolvimento como de prevenc¢do do cancer
[18], contribuindo assim para a utilizacdo da espécie na medicina tradicional de forma

segura.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia

O AU ¢ produzido no figado e em menor quantidade no intestino delgado [19], é
um metabolito das purinas, adenina e guanina, sendo eliminado pelos rins e trato gastroin-
testinal. O AU ¢ filtrado pelo glomérulo e reabsorvido integralmente no tibulo proximal,
sendo as secrecdes tubulares e a reabsor¢ao pds-tubular determinante na concentracao final
do AU na urina [1].

A maioria dos mamiferos tém baixos niveis de AUs, pois ele é convertido pela
enzima uricase em alantoina, um produto altamente soldvel, sendo livremente eliminado
pela urina. A alantoina na maioria dos peixes e anfibios € degradada através do é4cido
alantéico por alantoicase e alantoinase a uréia e glioxilato. Em alguns marinhos
invertebrados e crustaceos, a uréia € convetida em amdnia (NH;3) e didéxido de carbono
(CO,) pela urease (figura 1) [20].

Diferentes de outros mamiferos, nos seres humanos o AU € o produto final do me-
tabolismo das purinas, fato atribuido a perda da atividade da enzima uricase, devido ao
aparecimento de diversas mutagdes no gene humano durante o processo evolutivo sendo a
principal razdo pela qual os niveis de AUs em adultos ficam em torno de 6,0 mg/dL, em
comparacdo com a maioria dos mamiferos que t€ém niveis de AUs entre 0,5-1,0 mg/dL
[21]. Os humanos estdo também susceptiveis as alteracOes na concentracio de AU
induzidas pela dieta, sendo uma das razdes para a desenvolvimento espontaneo da HU e

gota [22].
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Figura 1: Diagrama do metabolismo das purinas

FONTE: Hayashi e Fujiwara [20]

A HU reflete um distirbio metabdlico dos liquidos extracelulares, sendo definida
como concentragdes séricas de urato superior a 7,0 mg/dL em homens e 6,0 mg/dL em
mulheres na pré-menopausa, enquanto nas mulheres pds-menopausa, 0 comportamento €
semelhante aos homens [22], isso é devido a diminui¢@o nos niveis de estrogénio, o qual é
uricostrico, entretanto, no tratamento hormonal (estrogénico) na menopausa as

concentracdes de AUs tendem a ficar em valores abaixos dos niveis normais [23].

2.2 Hiperuricemia

A concentracdo plasmatica de AU € mantida em um nivel relativamente constante
nos seres humanos, gragas ao equilibrio entre produgdo e excrecdo. O AU deriva de fontes
exogenas e endogenas, resultando na quebra das purinas a partir dos 4cidos nucléicos du-
rante a renovacgao celular [24].

A HU ¢ devida a produgdo excessiva de AU, excrecdo insuficiente ou uma combi-
nacdo das duas [1], sendo que em individuos hiperuricémicos 90% se devem a excre¢do
renal prejudicada, enquanto apenas cerca de 10% € devido a sua superproducao [25].

A Hiperuricosuria é tipicamente definida como excrecao urindria aumentada de AU

(niveis > 1.000 mg/24 h) [26] e varios fatores genéticos e ambientais podem aumentar a
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excre¢do devido a sua maior produgio, sendo consequentemente a hiperuricostria proposta
como mecanismos de formacdo de litiase por AU na gota primdria [27, 28].

O AU, quando em niveis altos e sob determinadas condi¢des, precipita como CUM.
A deposi¢do destes cristais na sindvia ou no liquido sinovial leva ao desenvolvimento da
gota [24]. E parece existir uma relagdo dose dependente, com incidéncia cumulativa de
gota em 05 anos, de acordo com os niveis de AU, sendo 10,8 %, 27,7 % e 61,1 % para
concentracdes de 7-7,9 mg/dL, 8-8,9 mg/dL e acima de 9 mg/dL, respectivamente [29]. A
superproducdo de AU, decorrente da sintese aumentada de purina, € observada em cerca de
10 a 20 % dos pacientes com gota primdria. Além disso, foram identificados quatro defei-
tos hereditarios especificos de sintese de purinas: super atividade da fosforribosilpirofosfa-
to sintetase; deficiéncia de glicose 6 fosfatase; defici€éncia de frutose 1 fosfato aldolase e
deficiéncia de hipoxantinaguanina fosforribosiltransferase (HGPRT) [30].

Destes defeitos hereditarios, o mais bem conhecido € a deficiéncia de HGPRT. A
deficiéncia total desta enzima estd associada ao desenvolvimento da sindrome de Lesch
Nyhan em criancas, a qual consiste em uma sindrome hereditaria, causada por uma muta-
¢do no gene HGPRT1 localizado no braco longo do cromossomo X. E um erro inato do
metabolismo das purinas no qual a alteracdo de comportamento € a manifestacio mais
marcante, enquanto a deficiéncia parcial foi associada ao aparecimento precoce de gota e
nefrolitiase [24, 30].

A HU pode ser secunddria a numerosas condicdes, como na insuficiéncia renal, o-
besidade, consumo de dlcool e uso de drogas. Os pacientes com gota secunddria relaciona-
dos a doenca renal sdo hiperuricémicos devida a diminui¢do da carga filtrada de AU [31],
caso ligado também a HU associada a terapia diurética, a qual resulta da deplecdo de vo-
lume, bem como na reabsor¢do tubular intensificada [32].

Outro caso de HU estd associado ao uso de farmacos, onde podemos citar a aspiri-
na, a qual mesmo em doses baixas pode causar alteracdes significativas na excrecao renal
do urato dentro de um periodo de uma semana apds o inicio da terapia, particularmente em
pacientes idosos [33].

A maioria das doengas causadoras de HU secundéria caracterizadas pela superpro-
ducdo de AU estd associada a renovacido aumentada de dcido nucléico. Estas doencas in-
cluem o mieloma multiplo, policitemia, anemia perniciosa, hemoglobinopatias, talassemia,
outras anemias hemoliticas, outros distirbios mielo e linfoproliferativos, além de outras

neoplasias [24].
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A precipitagdo de AU e inflamacdo induzida por cristais jd ocorrem em concentra-
coes de 6,5 a 7 mg/dL, sendo que, o urato precipita sob a forma de CUM. As condi¢des
locais teciduais responsaveis pela precipitacdo e deposicao dos cristais sdo a temperatura
mais baixa (como aquela encontrada nas articulacdes periféricas), niveis de pH mais baixos
no liquido extracelular e a diminui¢do da ligacao do urato as proteinas plasmaéticas. Outros
fatores locais que contribuem para a precipitacao e deposicao dos cristais sdo o traumatis-
mo e a elevacdo rapida da concentragao de urato local, como resultado da mobilizacdo de
dgua a partir dos tecidos periféricos (como ocorre quando os pés edemaciados ficam eleva-

dos durante o sono) [24].

2.3 Gota

A gota é uma desordem provocada pela precipitacdo, nos espagos articulares, de
CUM provenientes dos fluidos corporais supersaturados de uratos, sendo que a gota prima-
ria € responsével por cerca de 90 % dos casos e 10 % secunddria. A gota primdria designa
0S casos nos quais as causas bdsicas sdo incertas como nos defeitos enzimaticos desconhe-
cidos ou ocasionados por um defeito metabdlico congénito como a super producdo de AU
com a sua excre¢do normal, j4 na gota secunddria a causa da HU € conhecida, mas a gota
nao necessariamente € a desordem clinica principal, estando relacionada com outras doen-
cas, por exemplo, em leucemias, doenca renal cronica (DRC) ou no uso de tiazidas (farma-
cos diuréticos), onde ocorre a diminui¢do na excrecdo de AU. Mas independente da causa,
niveis elevados de AUs e outros fluidos corpéreos levam a precipitacdo de CUM [1, 24].

De acordo com Marc & Lloyd [34], as manifestagdes morfoldgicas da gota sdo ar-
trite aguda, artrite tofacea cronica, tofos e nefropatia gotosa:

e Artrite aguda é caracterizada por um infiltrado neutrofilico denso que se espalha
pelo fluido sinovial (liquido transparente e viscoso das cavidades articulares e bainhas dos
tenddes), e sdo frequentemente encontrados CUM longos, finos, em forma de agulha, no
citoplasma dos neutréfilos. O sindvio se encontra congesto € contém células inflamatdrias
mononucleares dispersas.

e Artrite tofdcea cronica evolui da precipitacdo repetitiva de CUM durante os ata-
ques agudos, onde o urato cobre pesadamente a superficie articular e forma depdsitos visi-
veis no liquido sinovial, o que o torna hiperpldsico, fibrético e espessado por células infla-

matorias, formando um pannus que destréi a cartilagem subjacente, levando a erosdes Os-
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seas justarticulares. Nos casos graves, pode surgir anquilose fibrosa ou dssea, resultando
em perda da funcdo da articulag@o.

®Os tofos sdo formados por grandes agregados de CUM circundados por uma in-
tensa reacao inflamatdria de linfécitos, macréfagos e células gigantes tipo corpo estranho,
na tentativa de fagocitar as massas de cristais. Os tofos podem aparecer na cartilagem arti-
cular das articulacdes e nos ligamentos, tenddes e tecidos moles periarticulares, incluindo
lobos da orelha, cartilagens nasais, e pele das pontas dos dedos. Os tofos superficiais po-
dem levar a grandes ulceragdes da pele subjacente, mas qualquer articulagdo pode ser
acometida com a inflamacdo inicial da gota aguda ou cronica, a qual também pode estar
envolvida na causa de fratura patoldgica ou reabsorcao em casos de implante de ossos.

¢ A nefropatia gotosa se refere a diferentes complicacdes renais multiplas associa-
das a deposicao de urato, formando tofos medulares, precipitacdes intratubulares, ou cris-
tais de AU livre e calculo renal. Complicacdes secunddrias como pielonefrite podem ocor-
rer principalmente quando existe obstrucdo urindria.

A gota deve ser interpretada criticamente, de forma integrada com a avaliacao cli-
nica, pois para cada caso de gota, existem nove de HU assintomatica [35]. Além disso, as
doencas cronicas podem estar associadas a gota e a HU, seja na forma priméria ou na for-
ma secunddria. As associacdes mais bem conhecidas sdo a doenca renal e a hipertensao,
que frequentemente ocorrem em pacientes com gota [36]. Os cdlculos renais formam-se
em 10 a 40 % dos pacientes com gota [37]. A maioria dos cdlculos encontrados em pacien-
tes com gota € constituida por AU. Entretanto, alguns sdo compostos de oxalato de célcio e
outros constituintes, e a HU parece contribuir também para a formacdo destes célculos
[38].

A HU e a gota ha muito tempo sdo associadas a obesidade, ao diabetes, a hiperlipi-
demia e a doenca cardiovascular aterosclerética. Nos disturbios lipidicos, a gota esta prin-
cipalmente associada a hipertrigliceridemia, que, por sua vez, pode estar associada ao con-
sumo de bebidas alcodlicas ou a um efeito de certos subtipos de lipoproteinas sobre a ex-
crecdo de AU [39-41].

Dados recentes apontam que a litiase renal de AU faz parte de um espectro de a-
normalidades associadas a obesidade e resisténcia a insulina no caso do diabetes tipo 2
[41].

O hipotireoidismo é mais prevalente entre pacientes com gota, o qual foi demons-

trado que os niveis de urato diminuem com a instituicao da terapia de reposicao tiredidea,
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provavelmente via mecanismo renal [42]. Pacientes com niveis de AUs de 6 mg/dL
tiveram um risco aumentado de crises de gota sendo importante o acompanhamento regular
do AUs, a fim de adequar o tratamento da gota [43].

Tem sido demonstrado a associacdo entre AUs e os niveis de componentes
individuais da SM o qual apresenta ser mais forte em adultos do que em criangas, sendo
evidenciado, também, a associacio de AU com o Indice de Massa Corporal (IMC), o que
leva a concluir que o elevado niveis de AUs desempenha um papel chave na patogénese da

SM e sua influéncia comega na infancia [44].

2.4 Epidemiologia

A prevaléncia da HU na populagdo mundial tem aumentado de forma constante ao
longo dos dltimos 40 anos [24], o que corresponde a uma prevaléncia de 5 a 8% da popula-
¢do masculina nos Estados Unidos [2], um estudo mostrando um banco de grande atencao
gerenciada nos EUA indica que a prevaléncia da gota e/ou HU aumentou de 2,9/1000
pessoas em 1990 para 5,2/1000 pessoas em 1999, particularmente naqueles com idade > 65
anos, especialmente os homens com idade > 75 anos, a prevaléncia praticamente dobrou
[45], fato em parte atribuivel ao aumento dos fatores de risco para a gota incluindo a SM,
hipertensdo e doenca renal que estdo associadas com a idade [46].

Segundo o Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saide (DATASUS),
no ano de 2013 no Brasil foram notificados 09 casos de 6bitos em decorréncia de
distirbios do metabolismo das purinas e 41 em relacdo a gota, estd ultima sendo 39 do
sexo masculino e 2 no feminino. J& a ocorréncia de obitos por insuficiéncia renal no Brasil
foi de 13.058 casos, sendo que 2.762 em Sao Paulo, seguido de Minas Gerais com 1599,
Rio de Janeiro com 1.578 e 151 casos no Mato Grosso do Sul, para o mesmo periodo [47].

Em relacdo a internagdes hospitalares em todo o Brasil no ano de 2014 a artrite
reumatdide e outras poliartropatias inflamatérias tiveram 17.603 casos notificados, sendo
que as deformidades adquiridas das articulagcdes somaram 7.166 casos. Em relacdo as do-
encas renais associadas a HU e gota como as sindromes nefriticas agudas, glomerulares,
renais tubulointersticiais, insuficiéncia renal e urolitiase somaram no Brasil 277.293 inter-
nacOes no ano de 2014, onde a insuficiéncia renal perfez 98.154 casos e a urolitiase 71.955

[48].
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A HU estd aumentando em todo o mundo, possivelmente devido as mudangas nos
habitos alimentares [49], visto que, vdrios alimentos afetam positivamente ou
negativamente os niveis de AUs. Neste caso, os produtos lacteos, café e vitamina C
diminuem os niveis, enquanto que a carne vermelha, mariscos, frutose (bebidas
acucaradas) e dlcool promovem o aumento [50, 51].

Estudos indicam que a HU cronica é um fator de risco independente para
hipertensdo, SM, DRC e doengas cardiovasculares [52], sendo prevalentes em adultos [53],
mas também acometendo criangas [54].

Em estudo realizado por Singh et al [55], foi evidenciado que a morbidade e morta-
lidade perinatal foi aumentada em mulheres com nivel de AU aumentado. J4 em um estudo
realizado com 200 idosos hospitalizados, sendo 81 homens (idade média de 67,6 + 6,3 a-
nos) e 119 mulheres (idade média 68,5 + 8,4 anos), foram avaliadas as correlacdes do AU
com diversas doengas e observou que a prevaléncia de HU foi de 21% nos homens e
15,1% em mulheres, apontando significativa associa¢do entre HU e idade, e ainda foi ob-
servada relacdo entre a HU com os valores aumentados de: pressao arterial, IMC, triglice-
rideos, glicose em jejum e creatinina sérica nao apresentando relagdao entre o aumento do

AUs e o colesterol HDL [56].

2.5 Diagnostico da Hiperuricemia e Gota

O diagnéstico da HU € caracterizada quando o AUs encontra-se acima dos valores
de referéncia (7,0 mg/dL em homens e 6,0 mg/dL. em mulheres), mostrando o ponto de
saturacao de urato e sua solubilidade a temperatura e pH fisiolégicos [57].

A HU ¢ a caracteristica bioquimica tipica da gota, entretanto a gota s6 pode ser di-
agnosticada pela demonstracio dos CUM de birrefringéncia negativa no liquido sinovial
examinado por microscopia de luz polarizada, sejam livres ou dentro de leucdcitos poli-

morfonucleares [24], demonstrado na figura 2.
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(A) (B)

Figura 2: Observacao de cristais de urato monossédico (CUM) livres (A) ou dentro de

leucécitos polimorfonucleares (B)

FONTE: Edward [24]

De acordo com Chachéd & Louzada [58], o diagndstico para a gota deve ser suspei-
tado na populagdo sob risco, levando-se em conta idade, sexo, clinica, comorbidades, habi-

tos e uso de drogas. Pode ainda ser definitivo ou provéavel.

1) Definitivo: A deteccdo de CUM com birrefringéncia negativa e formato de agu-
lha no liquido sinovial, examinado ao microscépio de luz polarizada, constitui um achado
de diagnostico definitivo da gota. Quase todo o liquido sinovial aspirado no inicio de um
ataque agudo contém cristais em forma de agulha tipicos com birrefringéncia negativa,
podendo ser extracelular ou ocorrer junto aos leucécitos polimorfonucleares. A contagem
de leucdcitos na maioria dos liquidos sinoviais gotosos atinge uma faixa de 10.000 a

60.000/mm’, embora possa chegar a niveis significativamente mais altos em alguns pacien-

tes.

2) Provavel: Combinagao das trés condi¢des abaixo:

a. Histéria de monoartrite episddica, intercalada com periodos totalmente as-
sintomaticos;

b. Resolucdo rdpida com o uso de colchicina (48h);

c. Hiperuricemia

2.6 Tratamentos da Hiperuricemia e Gota

A terapia, na gota, é dirigida, primariamente, a crise aguda e, secundariamente, a

correcdo da HU, causa basica das crises [59].
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2.6.1 Tratamento da crise aguda de Gota

A crise aguda de gota consiste em uma reacdo inflamatoria induzida por depdsitos
de CUM em articulagdes de individuos com HU. Para reduzir a intensidade e duragao da
dor e da perda de fun¢do, tem sido preconizados colchicina, anti-inflamatorios esterdides e
nao esterdides (AINE), sendo a colchicina oral e/ou AINE os de primeira escolha para essa
fase. Em pacientes intolerantes ou resistentes onde ocorre a falha terapéutica a esses dois
medicamentos, os glicocorticéides podem ser uma boa op¢ao, tanto via oral como intra-
articulares [60], entretanto o tratamento prolongado (acima de 30 dias) apresenta efeitos

adversos comprometendo a eficdcia nas doengas cronicas [22].

2.6.1.1 Colchicina

A colchicina € um alcaléide derivado de uma planta a Colchicum autumnale, ela é
capaz de reduzir a atividade dos neutréfilos, a fagocitose e transporte de CUM e reduzir as
moléculas de adesdo sobre as células endoteliais em resposta a IL-1 (interleucina-1) ou
TNF (fator de necrose tumoral) [60, 61]. Em um ensaio clinico, a colchicina foi comparada
a placebo em pacientes com crise de gota, mostrando 34% de redugdo da dor e 30% de
reducdo de sinais inflamatdrios articulares, sendo que os participantes em uso do farmaco
apresentaram diarréia e vomitos. A colchicina vem sendo abandonada pela alta incidéncia
de efeitos adversos, em detrimento dos AINEs, pois sdo bem mais tolerados e tem efeitos

terapéuticos mais previsiveis que a colchicina [62].

2.6.1.2 Anti-inflamatoérios nao esteroides ( AINEs)

Os AINEs possuem propriedades analgésica, antitérmica, anti-inflamatéria e anti-
trombdtica. Sua acdo anti-inflamatdria decorre da inibi¢do da sintese de prostaglandinas,
efetuada mediante inativacdo das ciclo-oxigenases constitutiva (COX-1) e induzivel
(COX-2). Sao medicamentos para tratamentos sintomadticos, ndo interferindo com a histo-
ria natural das doencgas inflamatdrias [63].

Entre os AINEs temos a indometacina, a qual tem sido tradicionalmente
considerada como um agente particularmente eficaz, embora ainda necessitem de mais

ensaios. As principais limitacdes dos AINEs convencionais sdo os efeitos colaterais
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conhecidos como problemas gastrointestinais, cardiovasculares e renais, e a possibilidade
de interagdes com outras drogas tomadas pelo paciente em ataques artriticos ou que
apresentem comorbidades [60].

Em pacientes com doengas renais, hepaticas e cardiacas seu uso deve ser cauteloso
e em pacientes idosos ou com alguma outra condi¢do de risco que precisa receber cronica-
mente um AINE, este deve ser associado ao uso de medicamentos antissecretores gastricos,
pois pode predispor a sangramentos gastrointestinais [63].

Os inibidores das ciclo-oxigenase 2 (COX-2) s@o uma op¢ao em pacientes com

problemas gastrointestinais ou intolerancia aos AINEs [60].

2.6.1.3 Glicocorticoides

Para um curto periodo de tempo (5 a 10 dias) os glicocorticéides foram considera-
dos eficazes. Dentre os efeitos adversos sist€émicos da corticoterapia crénica com anti-
inflamatérios esterdides estdo a inducdo a diabetes, osteoporose, miopatia proximal, pre-
disposi¢cdo a infeccdes, doenca péptica, manifestagdes psiquidtricas, alteracdes oculares,
ganho de peso, sindrome de Cushing, sintomas de deficiéncia adrenal (na retirada\ rapida

apo6s uso prolongado) e contraposi¢@o a tratamento anti-hipertensivo [64].

2.6.2 Tratamento da Hiperuricemia

Devido a HU ser um pré-requisito para o desenvolvimento da gota, o objetivo pri-
maério da terapia de redu¢do do AUs € manter as concentragdes de urato abaixo do ponto de
saturacao para CUM. EULAR e ACR guidelines recomendam que os niveis de AUs sejam
mantidos em concentragdes < 6 mg/dL. Entretanto o alvo é manter os niveis séricos < 5
mg/dL na presencga de gota tofacea severa [64,65]. Os resultados de niveis baixos de AUs
acarretariam em uma reducdo mais rdpida do tamanho dos tofos e presume-se que isto
também aconteca com os cristais depositados nas articulagdes [66].

Existem trés grupos de farmacos utilizados para reduzir os niveis de AUs, sdo os

inbidores da XO, drogas uricosuricas e agentes uricase [60].
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2.6.2.1 Inibidores da XO

Os inibidores da XO bloqueiam a sintese de AU. O alopurinol tem sido utilizado na
pratica clinica ha quase 50 anos, € a droga de primeira escolha para o controle a longo
prazo da HU e gota. Devido a sua eficiéncia, baixo preco e perfil de risco bem conhecido, é
um farmaco amplamente prescrito [67]. Ele interfere nos passos terminais da biossintese
do AU, por inibi¢do da XO, € usado de maneira especial quando ha disfuncao renal ou cal-
culos de urato e quando agentes uricosuricos nao podem ser empregados sendo contra in-
dicado em HU assintomatica. O tratamento € continuado interruptamente, mesmo se Ocor-
rer precipitac@o e nova crise de gota, ndo havendo necessidade da sua suspensao [68].

O alopurinol é um andlogo da hipoxantina e inibe a enzima XO, € eficaz em reduzir
os niveis de AUs, o que o coloca como base no tratamento da HU e gota, mas € necessario
reduzir a dose em pacientes com insuficiéncia renal ou terapia diurética devido o aumento
do risco de efeitos téxicos, ja em pacientes com fungdo renal saudavel, as doses didrias sao
de 300-600 mg por dia [69].

Os pacientes com uso de alopurinol podem desenvolver a sindrome de
hipersensibilidade, sendo grave e potencialmente letal, que pode ocorrer nos trés primeiros
meses de introducdo do alopurinol. Os seus efeitos toxicos graves surgem em < 1 % dos
pacientes, mas pode ser fatal, com uma taxa de mortalidade de cerca de 20 % [7,8]. Além
de manifestagdes gastrointestinais (nduseas, vomitos, diarréia) [19].

Para casos moderados da hipersensibilidade ao alopurinol, a dessensibilizagao pode
ser uma op¢do, mas € muito perigoso nos casos mais graves. Uma associacdo de reacdo de
hipersensibilidade grave com o antigeno leucocitiario humano (HLA) tem sido observado
em pacientes Chineses e Coreanos, entdo o teste HLA deve ser considerada nesta
populacdo antes de iniciar o tratamento com alopurinol [64].

O acimulo de oxipurinol, principal metabdlito do alopurinol é considerado crucial
para o desenvolvimento das reagdes de hipersensibilidade, assim, os doentes com histéria
de erupcdes cutaneas graves induzidas pelo alopurinol, requerem interrupcdo permanente
do medicamento. Os resultados de estudos tém mostrado, que para 30-60% dos pacientes,
ainda sdo prescritos alopurinol um ano depois do inicio da terapia e que o tratamento da
gota é frequentemente inadequado [19].

Febuxostate ¢ um novo inibidor seletivo da XO aprovado nos Estados Unidos e

Uniao Européia [70], ele foi aprovado na Europa em 2009, para o tratamento de doencgas
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cronicas e HU, em condi¢des de existéncia de deposicao de urato (incluindo uma historia,
ou presenca de tofo e/ou artrite gotosa), sendo mais eficaz do que o alopurinol no subgrupo
com comprometimento da funcdo renal, ndo necessitando de ajuste da dose na
insuficiéncia renal de leve a moderada [71]. Os efeitos colaterais do febuxostato incluem
distdrbios gastrointestinais (nduseas, dispepsias, diarréia, constipacdo), dores de cabeca,
elevada atividade das enzimas hepdticas [70] e um pequeno aumento na taxa de eventos
cardiovasculares graves, o que impede a utilizacio em doentes com isquemia cardiaca

congestiva [19].

2.6.2.2 Agentes Uricostricos

A maioria dos pacientes com gota tem a excre¢do de AU prejudicada, e os agentes
uricostricos podem ser utilizados como terapia de segunda linha, principalmente quando o
alopurinol ndo é tolerado [66]. As drogas uricostricas estdo associadas com um risco
elevado de urolitiase, além disso, a ingestdo de liquidos deve ser aumentada e o pH da
urina mantido acima de 6,0 para impedir o desenvolvimento de cdlculos de AU [9].

A benzobromarona continua disponivel em alguns paises europeus (excessdo dos
Estados Unidos). E principalmente indicada no respectivo tratamento de doentes
resistentes ou intolerantes ao alopurinol [72], podendo ser utilizada em doentes com
insuficiéncia renal moderada, [73], seu uso foi limitado apds relatos de hepatotoxicidade
[74].

O probenecide € preferido como primeira escolha entre os farmacos uricosuricos
disponiveis nos Estados Unidos [64], mas vale ressaltar que os medicamentos uricosuricos
devem ser utilizados com cautela, a urina deve ser alcalinizada e aumentar a ingestao de
liquidos, mas tendo outra opg¢do racional disponivel. Para os casos de dificil uso do
alopurinol, para diminuir a quantidade total de urato formado, uma droga uricosurica € de
extrema importancia, uma vez que ocorre o aumento da depuracdo renal de uratos

diminuindo os niveis de AUs [60].

2.6.2.3 Agentes Uricases

A rasburicase € uma enzima recombinante que converte 0 AU em alantoina, meta-

bélito que € 5 a 10 vezes mais hidrossolivel que o AU. Deste modo, 4 horas apds a admi-
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nistracdo de rasburicase verifica-se uma diminui¢do significativa dos niveis de AUs. Nos
doentes com insuficiéncia renal ndo oligtrica ele € mais eficaz que o alopurinol na corre-
cdo da HU e recuperagdo da funcao renal [75]. Ela foi aprovada na Europa pela Food and
Drug Administration (FDA) em 2002 como uma enzima urato oxidase recombinante para
niveis de AUs elevado, ela difere do alopurinol, uma vez que pode afetar o AU no plasma
existente e o alopurinol influencia apenas a futura producdo de AU pela inibi¢do da XO. A
rasburicase também € utilizada para a sindrome de lise tumoral induzida por quimioterapi-
cos, porém com possiveis reacoes de hipersensibilidade graves [76].

Em 2010, a FDA aprovou pegloticase (Krystexxa) um recombinante suino da urica-
se que, administrado por via intravenosa, rapidamente reduz os niveis séricos de urato,
sendo utilizada para minimizar a imunogenicidade, mas ainda assim tem um elevado po-

tencial de reacdes adversas incluindo anafilaxia [74] .

2.6.3 Outras Drogas

Outras drogas tém demonstrado induzir uma ligeira a moderada diminui¢ao do AU,
com base nas suas propriedades de indu¢do da farmacodinamica renal funcionando como
uricostricos, dentre elas estdo o losartan e fenofibrato, que ndo sdo rotulados para a terapia
da HU ou como para a prevengdo primdria da gota, mas podem ser considerados como
terapias coadjuvantes nesses pacientes artriticos em uso do alopurinol, ou hiperlipidemia e
hipertensido concomitante [77]. A Vitamina C em doses consideradas como um suplemento

dietético também mostra ser um leve agente uricosurico [78].

2.6.4 Profilaxia de novas crises de Gota

A diminui¢d@o dos niveis de urato frequentemente induz a mobilizacdo dos cristais,
resultando em ocorréncia das crises agudas quando altas doses de medicamentos sdao
administrados [79]. J4 na fase intercritica (entre as crises agudas da gota) associada a droga
hipouricemiante (alopurinol), o tratamento utilizado para evitar novas crises, tem sido a
colchicina na forma de profilaxia. A administracdo didria de 0,5-1,5 mg de colchicina
evita, na maioria dos casos, tais crises. A profilaxia é recomendada durante os primeiros 6

meses [80].
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Entretanto, os pacientes com intolerancia a colchicina, a alternativa utilizada sdo
doses pequenas de AINE, como naproxeno ou indometacina [60].

Alguns pacientes com gota mal solucionada, ainda tem crises de gota, mesmo com
drogas redutoras de AU e com profilaxia com dose apropriada de colchicina. Para estes
pacientes vale a pena dar, além de um aumento progressivo do tratamento com alopurinol,
uma profilaxia mais completa, incluindo colchicina e uma pequena dose de um AINE.
Ocasionalmente, os doentes necessitam da adi¢do de prednisona junto a colchicina durante
1-3 meses para permitir um tratamento sem complicacdes para reduzir os nives de AUs.
Para pacientes com profilaxia especialmente dificil, IL-1 ou de bloqueio pode ser uma
alternativa a considerar. A longo prazo, a melhor profilaxia € implementar o tratamento
para a reducdo dos niveis de AUs para uma adequada dissolucdo dos cristais de CUM,
para que as crises de gota ndo ocorram [2].

Nao se definiu eficdcia em medidas ndo medicamentosas, como a reducdo de peso,
diminui¢do na ingestdo de dlcool e uso de produtos dietéticos na preven¢do de novos ata-

ques da gota [74].

2.6.5 Perspectivas

As pesquisas com plantas medicinais podem favorecer a descoberta de medicamen-
tos fitoterdpicos, atribuir novos usos aos ja utilizados e padronizados, bem como propiciar
a purificacdo e isolamento de novas moléculas bioativas. De acordo com Filho e Yunes
[81] a base das pesquisas de metabdlitos bioativos de plantas consiste no fato de que toda
substancia, independente de sua propor¢do na planta, e de ser conhecida ou ndo, pode ser
um principio ativo. Somando a esses fatos sabemos que produtos naturais, principalmente
de origem vegetal, t€ém sido muito utilizados na medicina tradicional para o tratamento da
HU e gota, sendo de suma importincia a sua pesquisa tanto farmacolégica quanto toxico-

légica [82].

2.7 Plantas Medicinais

O programa de medicina tradicional da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) res-

salta a importancia dos estudos das plantas usadas na medicina popular com o objetivo de

verificar tanto seu possivel efeito terap€utico, como também a possivel presenga de subs-
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tancias toxicas. Estes fatos enfatizam a necessidade de metodologias cientificas para carac-
terizar os efeitos fisiolégicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos das plantas medicinais e so-
mando a esses fatos a necessidade de isolamento e purificacdo dos eventuais compostos
que apresentam atividade bioldgica [83].

E reconhecida a importancia da fitoterapia, sugerindo ser uma alternativa vidvel e
importante também as populacdes dos paises em desenvolvimento, j4 que seu custo €
diminuido e cerca de 80% da populagdo usa a medicina tradicional nos cuidados priméarios
de saude [84].

O Brasil apresenta-se com a maior diversidade genética do mundo, com estimativa
de 55 mil espécies catalogadas, entretanto nas duas ultimas décadas tem crescido
anualmente apenas 8% as informagdes sobre o uso de plantas medicinais [85].

O uso de plantas para fins terapéuticos tem sido utilizadas no estado do Mato
Grosso do Sul, principalmente na regido do Pantanal e regido fronteiricas.Vérias tribos
indigenas tem ajudado na disseminacdo destes conhecimentos desde a Guerra do Paraguai
(1864-1870), com isso, as atividades extrativistas foram intensificados em outras
comunidades e agora fazem parte da vida do sul matogrossense, quer para fins medicinais
ou apenas para trazer conforto em face de suas adversidades didrias [86].

Os compostos ativos como os flavonodides, taninos e polifendis presentes nos
produtos vegetais tem sido relatados por sua atividade na inibi¢do da XO, sendo utilizados
para a HU e gota [87], nos dando indicios que os agentes hipouricémicos podem ser
derivados a partir dos produtos naturais [88].

Os flavondides s@o amplamente encontrados em plantas e contribui com o sabor e
cor de muitas frutas e legumes. Sdo conhecidos por possuirem acgdes bioldgicas e
farmacoldgicas, incluindo as atividades antibacterianas, antivirais e atividades
antimutagénicas, além disso tem mostrado poder antioxidante, como inibicdo dos sistemas
enzimaticos responsaveis pela geracdo de radicais livres, além de aumentarem a elininacdo
do AU em nivel renal [87].

Os flavonoides presentes nos extratos das folhas da Pistacia integerrima
apresentaram atividade antioxidante e inibidora da XO e a sua fragdo de acetato de etila
demonstrou efeito na redugdo dos niveis séricos de AU em modelo animal induzido pela

frutose [89].
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A teobromina, uma dimetilxantina natural presente em quantidades elevadas no ca-
cau, atua como um inibidor de nucleacdo e o crescimento de cristais de AU, o que pode
tornd-la clinicamente 1til no tratamento da litiase por AU [90].

Extrato etandlico de Lychnophora trichocarpha, espécie conhecidas como arnica
usada na medicina popular Brasileira para tratamento de doencas inflamatorias, encontrada
apenas no cerrado brasileiro, mostrou que alguns dos seus compostos ativos podem ser
agentes para o tratamento da artrite gotosa, uma vez que possui ambas as propriedades
anti-hiperuricémica e anti-inflamatéria. O extrato etandlico bruto e sua fragdo de acetato de
etila mostraram efeitos significativos na redu¢do do AU e foi capaz de inibir significativa-
mente a atividade da XO no figado in vivo, a uma dose de 250 mg/kg [91].

Antioxidantes, anti-inflamatdrias e atividade inibidora da XO dos flavonoides faz
das plantas medicinais candidatas ideais para o tratamento da HU e da artrite gotosa [91].

Na Coréia do Sul, Japao e paises europeus um cogumelo denominado Pleurotus os-
treatus, demonstrou efeito inibidor da XO, tendo efeitos contra a gota em doses de 500 e
1000 mg/kg em modelo de rato Sprague-Dawley induzidos por dcido oxonico (AO) [92].

Ja Chen et al, avaliaram o efeito da Smilax china sobre animais hiperuric€émicos
induzidos com frutose a 10% e concluiu que a fracdo de acetato de etila apresentou
atividade anti-hiperuricémica e nefroprotetora com o aumento da fracdo de excrec¢do de
uratos (FEUA) [93].

Estudo feito com o extrato bruto de Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae), um dos
mais tradicionais chas Chinés, consumidos em todo o mundo como uma bebida fria ou
quente, que contém polifendis, flavondides, e antocianinas, foi observado que o tratamento
com o mesmo inibiu a HU em ratos induzida por AO, com um maior efeito na diminuicao

do AU do que o tratamento com alopurinol [94].

2.7.1 Echinodorus macrophyllus

Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli da familia Alismataceae, popularmente
conhecido como "Chapéu de couro”, "Cha-mineiro", "erva-de-pantano”, "erva-de-bugre",
"Congonha-do-campo" e "erva-do-brejo", € encontrado em areas do Brasil, particularmente
alagadas e de solo umido (figura 3) [95], sendo listada na Farmacopéia Brasileira em 1926

e 1959 [96].
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Figura 3: Espécie Echinodorus macrophyllus em seu habitat natural

FONTE: Vaz, (2015)

A familia Alismataceae é constituida por espécies arbdreas adaptadas a locais imi-
dos e semissombreados, com aproximadamente 14 géneros e 80 espécies [97].

No Brasil existem dois géneros da familia Alismataceae de ocorréncia espontanea:
Echinodorus e Sagittaria, sendo que o género Echinodorus € formado por 18 espécies, e a
Sagittaria 06 [95,98]. O género Echinodorus possui duas espécies que sdo utilizadas na
medicina popular: grandiflorus (diurético, doencas de pele, disfuncdes renais e hepaticas,
reumatismo, artrite, amigdalite, faringite, estomatite e gengivite) e macrophyllus (diurético,
depurativo, anti-inflamatério, reumatismo, diminui¢ao do AU e disfuncdes renais) [99].

A E.macrophyllus é nativa do Brasil, constitui-se de uma planta perene, robusta,
sempre com folhas emersas, caracterizadas principalmente por suas folhas grandes ovais
lanceoladas, peciolo cilindrico, limbo geralmente oval, inflorescéncia em panicula, com 3-
15 flores que apresentam pedicelo cilindrico, ereto ou recurvado € numerosos carpelos.
Fruto do tipo aquénio, ligeiramente alado com glandulas lineares [100], pode atingir 1,20
m de comprimento e 60 cm de largura, sendo esta espécie distribuida desde a América
Central até o Sul do Brasil [101].

A E.macrophyllus fez parte do projeto “Producgdo, processamento e comercializa-

cdo de ervas medicinais, condimentares e aromaticas” desenvolvido pela Empresa Brasilei-
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564 ra de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) de Campinas/SP e cultivada em diversas unidades
565 como Corumba/MS, Dourados/MS, Petrolina/PE e Canoinhas/SC [102]. Além disso, o
566  extrato da E.macrophyllus, € um dos principais ingredientes utilizado na fabrica¢do de uma
567  bebida refrescante consumida no Brasil, chamada de “Mineirinho®”, industrializado pela
568 empresa “Refrigerantes Flexa Ltda.”, com ampla area de cultivo em Tangua-RJ, e de outro
569  refrigerante chamado “Mate Couro®”, produzido em Belo Horizonte-MG [100].

570 No extrato metandlico das folhas da E.macrophyllus foram encontradas principal-
571  mente flavondides, triterpenos e taninos [101], sendo ainda detectada a presenca de diter-
572 penos equinolidos A e B (figura 4), derivados do tipo cembrano com uma lactona diterpé-
573  nica com 08 membros, ela ainda € uma planta pouco estudada do ponto de vista fitoquimi-

574  co [103].

1 2
""'H...\_
==

3
575
576 Figura 4: Equinolido A (1), equinolido B (2) e 4cido equindico (3).
577 FONTE: Shigemori et al [103]
578
579 De acordo com Bruneton [104] uma grande variedade de lactonas apresenta

580 atividade antibacteriana, a maioria contra bactérias Gram positivas. Kobayashi et al [105]
581 fracionaram o extrato metandlico das folhas de E.macrophyllus, levando a novos derivados
582  diterpendides com esqueleto clerodano contendo nitrogénio e um unico anel lactamico,
583  como as echinofilinas (figura 5).

584

585
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Figura 5: Echinofilina A (4); Echinofilina B (5), derivados diterpendides do tipo clerodano.
FONTE: Kobayashi et al [105]

Além dessas substancias nos extratos das folhas de E.macrophyllus foram isoladas
e identificadas outras classes de substancias quimicas como alcaldides, glicosideos, 6leos
essenciais, saponinas, polifendis, esterdides e 4cidos organicos [105]. Os flavondides
desempenham um papel crucial na atividade hipouricemiante, indicando que eles sdo
capazes de reduzir o AU, sendo na elimina¢do do AU em nivel ranal ou inibindo a XO
[106]. Portanto, extratos de E.macrophyllus podem ser 6timos candidatos no tratamento da
HU.

Nao existem muitos estudos farmacolégicos sobre a E.macrophyllus, entretanto, al-
gumas de suas atividades podem ser justificadas pela presenca dos mesmos compostos
quimicos em outras espécies de plantas.

Alguns compostos encontrados nas folhas da E.macrophyllus como exemplo, os
flavondides, possuem acdo diurética, antimicrobiana, antiedematosa, anti-inflamatéria e
anti-hepatotoxica [101].

Outros compostos, como as saponinas, possuem um efeito laxante suave e também
atividade diurética. Os taninos tém a propriedade de precipitar proteinas, formando uma
camada protetora sobre a pele e as mucosas, agindo em diversas infec¢des, prevenindo a
penetracdo de agentes que podem ser nocivo em mucosas danificadas, isso podem facilitar
a cicatrizacdo, por exemplo, em queimaduras. Também podem contribuir em casos de he-
morragias, promovendo a contracdo dos vasos capilares [101].

As folhas da E.macrophyllus sao utilizadas sob a forma decoccao, infusdo, ou

engarrafado e € um reputado remédio na medicina popular brasileira sendo utilizadas como
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adstringentes, diurética, antiarritmica, para o tratamento artrite reumatdide, aterosclerose,
infecgoes de pele, doencas do figado, trato urindrio ( litiase e nefrolitiase), respiratoria
[12,13] e diminui¢do do acido urico sérico (AUs) [14].

Em estudo realizado na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul em duas é-
pocas distintas (1992 e 2002) em relacdo as plantas medicinais mais solicitadas aos raizei-
ros do centro da cidade, ou por eles indicados, revelou que 27 espécies foram citadas em
1992 e 32 em 2002, e a E.macrophyllus ficou entre as seis espécies mais frequentemente
consumidas pela populacao [107].

No estudo de Rangel ef al [16], aonde avaliaram os efeitos da folha de extrato
etandlico da E.macrophyllus em modelos experimentais agudos e subcronicos de
inflamacgdo em ratos, os resultados demonstraram inibi¢ao significativa e potente do edema
de pata e da migragdo de leucdécitos na cavidade pleural, ambas induzidas pela carregenina,
além do que, promoveu o aumento da permeabilidade vascular induzida por acido acético
intraperitoneal e reduziu o edema de orelha induzida por agente irritante.

De acordo com o estudos realizados por Portela et al [17], e Nascimento et al [108]
demonstram comprovagdes cientificas de que a E.macrophyllus possui atividade
nefroprotetora e renoprotetora respectivamente, indicando que ela pode ter aplicacdes
terapéuticas em disfungdes renais, mas estudos adicionais sdo necessdrios para confirmar
os resultados e avaliar a aplicabilidade do modelo na HU.

Pinto et al [15] também relataram que as partes aéreas da E.macrophyllus possui
efeito imunossupressor na resposta humoral exacerbada ou respostas imunes celulares,
assim como em doengas reumadtica autoimunes. Considerando a artrite reumatdide uma
doenca autoimune caracterizada por uma inflamac¢do no liquido sinovial das articulacdes e
que a resposta humoral e celular podem contribuir para esta inflamacdo [109] , este efeito
imunossupressor sugere que o extrato aquoso da E.macrophyllus possa ser utilizado nesta
patologia.

A descoberta e divulgacdo da flora medicinal e suas propriedades, através do
conhecimento popular e suas respectivas comprovacdes cientificas, € uma ferramenta
importante para a preservagdo da cultura e riqueza das diferentes regides, além de

promover tratamento [110].
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2.8 Estudos Antimicrobianos

A resisténcia antibidtica € considerada um grande problema de saide com relatos
de crescente resisténcia em isolados clinicos [111]. Recentemente a aceitacdo da medicina
tradicional como uma forma alternativa de tratamentos reafirmaram a necessidade de
investigar a atividade antimicrobiana de plantas medicinais [112].

Em geral, bactérias t€ém habilidade genética de transmitir e adquirir resisténcia a
drogas usadas como agentes terapéuticos e sao frequentes os relatos sobre isolamentos de
bactérias que eram reconhecidamente sensiveis as drogas de uso na rotina, mas que se
tornaram resistentes a todos ou a quase todos os farmacos disponiveis no mercado [113].

Existem sérias preocupagdes quanto a eficdcia futura dos antibidticos atualmente
disponiveis e a falta de novos antibidticos no mercado, levando a necessidade de novas
pesquisas com foco em investigacdo, regulamento e economia [114], j4 que o nimero de
novos agentes antimicrobianos langcados para o uso terapéutico vem diminuindo a cada
ano, entre os anos de 1983 a 1987 foram langados 16 antimicrobianos, entre os anos 2003 a
2007 foram lancados apenas 4 novos agentes antimicrobianos [114,115].

Em um estudo realizado por Baba er al [116] para avaliar a a¢do antioxidante e
antibacteriana das folhas e raizes de Gentiana kurroo, verificou que ela apresentava as
duas acdes sendo associado positivamente com o teor fendlico e teor de flavondides dos
extratos. Com isso, a presenga de flavondide também, na E.macrophyllus pode indicar a
possibilidade da mesma apresentar tais funcoes.

Nos testes in vitro a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo
Minima Bactericida (CMB) sdo os parametros mais comumente avaliados para avaliar a
atividade antimicrobiana. A CIM representa a menor concentragdo de um antimicrobiano
que inibe o crescimento de um micro-organismo em testes de sensibilidade, esse
crescimento deve ser visivel. A CMB representa a concentracdo minima capaz de reduzir
99,9% do indculo bacteriano inicial [116,117].

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de serem encontradas novas
moléculas derivadas de plantas com propriedades biolégicas. Em um estudo verificando o
extrato hidrodlcoolico da E.macrophyllus obteve resultado positivo contra Klebsiella
pnemoniae, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus € em outros testando outras

linhagens de bactérias o extrato encontrou atividade moderada frente a Streprococcus
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pyogenes, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Echerichia coli
inibindo parcialmente o crescimento microbiano [118, 119] .

Diante de tais informagdes e da necessidade de descoberta de novos farmacos que
possam suprir as emergéncias em sadde selecionamos alguns micro-organismos para que
novas pesquisas com agentes antimicrobianos e a ampliagdo das pesquisas com os ji
utilizados na clinica sejam realizadas.

Além disso, € necessario identificar as substincias antioxidantes e antimicrobianas
presentes em plantas, investigar seu potencial beneficio para a saide e avaliar as

implicagdes do seu uso pela populagdo [119].

2.8.1 Micro-organismos

2.8.1.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus ¢ um coco Gram positivo que reside sobre a pele,
mucosas e trato respiratério superior € € incapaz de invadir a pele ou as membranas
intactas. Porém, a infeccdo geralmente se inicia com a inoculac@o traumatica do micro-
organismo. E um patégeno virulento que secreta enzimas e toxinas que lesam as
membranas, sdo capazes de destruir eritrdcitos, leucdcitos, plaquetas, fibroblastos e outras
células [120].

Secreta mexotoxinas e enzimas causadoras de infec¢des de pele como impetigo, fu-
rinculos, abscessos subcutaneos e infec¢des sist€émicas como sindrome do choque téxico e
sindrome do choque t6xico neonatal, sendo um patdgeno frequente em infec¢des hospitala-

res em todo o mundo [121].

2.8.1.2 Escherichia coli

Compreende um grupo de cepas de bactérias Gram negativas aerdbias que habitam
o trato intestinal de humanos e animais. A espécie apresenta diversos sorotipos, ou seja,
variagdes antigénicas. Cada sorotipo € capaz de causar diferentes infec¢des entéricas, uri-
ndrias e bacteremias hospitalares, utilizando diferentes combinagdes de fatores de virulén-

cia [122].
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2.8.1.3 Pseudomonas aeruginosa

E um bacilo aerébio Gram negativo oportunista presente em infeccdes hospitalares,
urindrias e sepse, estando mais suscetiveis a pacientes com queimaduras. Possui alta morta-
lidade podendo chegar a 33% em pacientes imunodeprimidos [123].

Atualmente, se posiciona entre as principais bactérias causadoras de infec¢des hos-
pitalares graves, com elevada letalidade. Outra caracteristica marcante e preocupante desta
espécie € a resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que resulta da corresisténcia, ou seja,
da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia num Unico hospedeiro levando a resis-

téncia a maltiplos farmacos [123].

2.8.1.4 Salmonella

O género Salmonella compreende mais de 1500 tipos de bacilos Gram negativos
antigenicamente distintos, porém genética e bioquimicamente relacionados, causadores de
enterocolites, adquiridas apds a ingestdo de alimentos contaminados, elas sdo capazes de
produzir fatores de viruléncia como as enterotoxinas e citotoxinas, causadoras de danos
celulares e consequente disseminacao da bactéria na mucosa intestinal [124].

A salmonelose é um problema comum de saidde publica, apesar das melhorias nas
condicdes sanitdrias e de processamento dos alimentos. As formas clinicas podem se apre-
sentar como diarréia aquosa e/ou inflamatdria, algumas vezes bacteremia, febre entérica e

outras infec¢des extras intestinais [125].

2.8.1.5 Candida albicans

O género Candida representados por leveduras atuam como patégenos oportunistas
desencadeando doencgas em individuos com fatores adversos, essencialmente os imuno-
comprometidos e por compor a microbiota, fazendo parte das mucosas digestivas e genital
dos seres humanos e muitos mamiferos, ela € a espécie mais comumente envolvida [126].
No hospedeiro, a prote¢do contra infeccdes flingicas ocorre em primeiro momento pelas
barreiras fisicas, como pele, mucosas, secrecdes e pH, pelo sistema imunoldgico, inicial-

mente pela imunidade inata [127].
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2.9 Estudos Toxicolégicos

Nos tdltimos anos, tem havido um aumento generalizado na utilizacdo de plantas
medicinais ou produtos naturais devido a seus efeitos potencialmente benéficos para a
saude humana. Muitas plantas podem ser eficazes, mas fitomedicamentos precisam ser
exaustivamente investigado para detectar qualquer efeito toxico. Isto € particularmente
importante porque muitas plantas sintetizam substancias toxicas para a defesa contra virus,
bactérias e fungos, estes compostos podem ter potencial efeitos deletérios em seres
humanos [128].

Em estudos de produtos naturais, para caracterizar o tipo do efeito toxico, os seus
beneficios e riscos, extrapola-se os efeitos a partir de estudos in vitro e em animais para os
humanos [129].

No Brasil os estudos de toxicidade pré-clinica para fitoterdpicos sao normatizados
pela Resolucao N° 90/04 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) que é
baseada nas normas preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) que reco-
menda que sejam realizados estudos de toxicidade aguda e de genotoxicidade quando hou-
ver uso continuo e prolongado do medicamento em humanos [130].

Os testes para avaliacdo de toxicidade das substancias quimicas estdo bem detalha-
dos segundo os protocolos sugeridos pela Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD) [131].

Testes in vivo de toxicidade sdo importantes para que seja feita a observacao dos
efeitos dos extratos das plantas nos modelos animais utilizados. Destaca-se, o modelo utili-
zado de toxicidade aguda, os quais visam estabelecer um estudo que determina qual a es-
pécie mais sensivel e o indice de letalidade, onde os extratos, compostos ou fracdes sao

administrados em uma ou vérias doses em um periodo de 24 horas [132].

2.9.1 Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda aparece decorrente de uma unica exposi¢do ou de exposicoes
multiplas a agentes toxicos em um periodo de tempo curto (até 24 horas), com manifesta-
cdo imediata dos efeitos [131].

O teste de toxicidade aguda permite determinar a DLsy (dose letal média) de uma

substancia, a qual corresponde a dose da substincia que se estima que cause a morte de



776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808

27

50% dos animais da pesquisa. Ela é calculada estatisticamente com base nos resultados
obtidos nos testes e seu valor € expresso em termos de peso da substancia teste por unidade
de peso do animal testado (mg/kg) [131]. A avaliacdo se dd nao apenas com a morte de
animais, mas também ao inicio, a natureza e a duracdo das intoxicacdes relacionadas &
morte (observagdes clinicas), definindo também as doses para os exames de toxicidade
subaguda, sendo a espécie escolhida o rato, embora possam ser utilizadas outras espécies
de roedores. Normalmente sdo utilizadas as ratas fémeas por proporcionarem maior sensi-
bilidade, nuliparas e ndo-prenhas, com idade compreendida entre 8 a 12 semanas [131].

Quando o material de ensaio é de baixa toxicidade, utiliza-se como limite do teste a
dose de 2000 mg/kg em um dnico animal. Se o animal sobreviver, a mesma dose deve ser
administrada a mais quatro animais, em intervalos de aproximadamente 48 horas. A DLs, é
considerada superior a 2000 mg/kg quando trés ou mais animais do total de cinco sobrevi-
vem. Quando hd o ébito do primeiro animal, ou entdo trés ou mais animais vao a 6bito
durante o tratamento, doses mais baixas devem ser testadas para que seja possivel estabele-
cer a DLso [131].

Se o produto a ser testado apresentar pouca ou nenhuma informacao acerca da toxi-
cidade, deve-se iniciar o tratamento com uma dose mais baixa. Para estabelecer a dose para
o inicio dos testes, devem-se considerar todas as informacgdes disponiveis tais como: in-
formacdes gerais sobre a substincia teste, resultados de quaisquer outros ensaios de toxici-
dade e resultados de ensaios com materiais estruturalmente relacionados. Com tais infor-
macoes, estabelece-se uma estimativa de DLsy. No primeiro animal serd administrada uma
dose abaixo da preconizada. Se o animal sobreviver, o segundo animal recebe uma dose
mais elevada, mas se ocorrer a morte do animal ou ele apresentar sinais de toxicidade, o
segundo animal receberd uma dose mais baixa. O fator de progressiao da dose deve ser es-
colhido e mantido constante ao longo do estudo. Usualmente, utiliza-se fator de 3,2 (se-
quéncia de 1,75, 5,5, 17,5, 55, 175, 550, 1750, 5000 mg/kg). Se nenhuma estimativa da
letalidade da substancia estd disponivel, a dosagem deve ser iniciada com 175 mg/kg
[131].

Durante as primeiras 24 horas apds a administracdo da substancia teste os animais
devem ser e observados periodicamente, posteriormente, no minimo uma vez ao dia duran-
te 14 dias. Sinais de toxicidade, incluindo tempo de aparecimento, progressao e reversibili-
dade destes devem ser anotadas. Observa-se o maior nimero possivel de parametros, base-

ado no screening hipocratico (reflexos, estado consciente, atividade e coordenagdo do sis-
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tema motor ¢ ténus muscular, atividades sobre o sistema nervoso central e auténomo)
[131].

Desde a 24 hora e até 14 dias apds administragdo da dose, devem ser registrados a
varia¢do de peso e o consumo hidrico e de racdo. Ao final do periodo de observacdo todos
os animais sobreviventes devem ser submetidos a eutandsia e autopsiados. Caso sejam ob-
servadas alteracOes nas autdpsias, estudos histopatoldgicos dos 6rgiaos acometidos devem

ser realizados [130,132].

2.10 Teste Genotoxico e Mutagénico

Existe pouca informacgdo sobre os efeitos genotdxicos da maior parte dos principios
ativos encontrados nas plantas. Os efeitos biologicos de extratos de plantas medicinais sao
complexo devido a presenga de substancias adicionais gerado durante o processamento
e/ou através do uso de aditivos, uma vez que muitos componentes encontrados nas
preparacdes industriais possam ser mutagénicos. E necessdrio avaliar se eles induzem
danos no DNA (4cido desoxirribonucléico), afim de minimizar os riscos de lesdes celulares
durante o consumo humano [128].

Genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias tém de induzir alterac¢des
no material genético de organismos a elas expostos. Essas alteracdes sdo responséveis pelo
surgimento de canceres e doencgas hereditérias [133].

A grande maioria dos carcindgenos inicia sua atividade tumoral através de intera-
coes com o DNA, o que resulta lesdes genéticas permanentes, chamadas de mutacdes géni-
cas e/ou mutagdes cromossdmicas, que altera o ciclo celular, esses agentes que mudam a
sequéncia do DNA sdo téxicos ao gene, sdo capazes de induzir instabilidade cromossomi-
ca, representadas por aberracdes cromossdmicas principalmente delecdes, translocagdes,
recombinacdes ou ganho ou perda de cromossomos inteiros. Estes eventos contribuem para
o desenvolvimento de processos celulares malignos [134].

Os testes regulatdrios da genética toxicoldgica constituem de uma série de testes de
mutagenicidade, bem definidos, selecionados para detectar agentes quimicos e fisicos ca-
pazes de induzir mutagdes, sendo as mutagdes frequentemente associadas com o desenvol-
vimento de canceres e defeitos do nascimento, e o conhecimento do potencial genotéxico

de um agente quimico industrializado, ou naturalmente presente no ambiente € uma infor-
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macao essencial para as agéncias regulatdrias, no que se refere ao estabelecimento de risco
ao homem [129].

Os ensaios in vivo e in vitro, sdo capazes de detectar mutagdes (mutagenicidade) e
alteracdes cromossOmicas, usando plantas , mamiferos e inclusive o homem, sendo que os
ensaios in vitro que utilizam células de mamiferos, t€ém a vantagem de possuir maior simi-
laridade com o ser humano e, consequentemente, com mutacdes importantes na etiologia
de doengas degenerativas como o cancer e doengas genéticas [133, 134].

Recentemente um crescente nimero de pesquisas tem indicado o ensaio de linfoma
de camundongo (Mouse lynphoma Assay- MLA) como sendo o mais sensivel dentre os
sistemas que utilizam células de mamiferos. A maioria das alteragdes detectadas pelo
ensaio € encontrada em células tumorais, sendo assim, presumivelmente relevantes na
carcinogénese [129].

Agentes quimicos ambientais sdo importantes fatores tanto em termos de desenvol-
vimento como de prevengdo do cancer. O fato de eventos mutagénicos serem de grande
importancia em carcinogenicidade sugere que certos canceres humanos podem ser preve-
nidos pela identifica¢do de agentes mutagénicos no ambiente [135].

Os ensaios bioldgicos mais usuais para avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade
sdo os testes de cometa e microndcleo em sangue periférico[136]. No entanto, testes de
outras dreas tém mostrado importantes informag¢des complementares € hd uma tendéncia
em desenvolver juntamente com os ensaios cldssicos de mutagénese os testes de apoptose,
fagocitose esplénica. Assim, estes ensaios permitem uma avaliacdo dos efeitos toxicogené-

ticos e imunomodulatdrios de novos compostos naturais e/ou sintéticos [137].

2.10.1 Ensaio do Cometa

O teste do cometa visa evidenciar a corrida de fragmentos de DNA em relacdo ao
nucleo principal, quando esse € submetido a uma corrente eletroforética, produzindo figu-
ras semelhantes a cometas [133].

O comportamento do DNA em células individualizadas leva em conta a sua organi-
zacdo dentro do nucleo. Para ser compactado, apds seu enovelamento com proteinas histo-
nicas, o DNA forma al¢a as quais sdo aderidas a uma rede protéica. Se células embebidas
em agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e suas proteinas extraidas, o

DNA maior e mais pesado ocupara o espago no gel, anteriormente preenchido por toda a



874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887

888
889

890
891

892
893
894

895
896
897
898
899
900

30

célula, permanecendo retido numa estrutura residual semelhante a um nucleo designada
como nucledide [138].

A aparéncia de cada nucledide quando submentido a eletroforese, ou seja, com o
seu DNA danificado levou Olive [139] a sugerir o nome de "comet assay" (teste do come-
ta), sendo que os fragmentos que sdo transportados para fora do nucledide, pela eletrofore-
se, resultam em uma imagem que remete a um cometa, com cabeca e cauda.

Os cometas gerados pela técnica podem ser analisados visualmente, utilizando-se
coloracao com um agente intercalante fluorescente: o Brometo de Etidio, € um microsco-
pio de fluorescéncia. Desta forma os cometas poderdo ser classificados em: classe 0 — nu-
cledides ndo danificados e que ndo apresentam cauda; classe 1 — nucledides com cauda
menor que o didmetro do nucledide; classe 2 — nucledides com cauda de tamanho entre 1 a
2 vezes o diametro do nucledide; classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o
diametro do nucledide (figura 6). Nucledides de células apopdticas, que apresentam total-

mente fragmentados geralmente ndo sao contabilizados [140].

0 1 2 3

Figura 6: Critério de classificag@o para andlise do Ensaio do Cometa. Colorac¢éo: Brometo de
Etideo. Microscopia de fluorescéncia, objetiva 40X.

FONTE: Gentox [141]

2.10.2 Ensaio de Micronucleo

Os micronicleos em sangue periférico sdo amplamente utilizados para quantificar
as lesdes no DNA. Os danos sdo resultantes da exposi¢do a agentes exdgenos, € nao siao
corrigidos pelos mecanismos intracelulares de reparo. Desta maneira, o ensaio de micronu-
cleo permite a avaliacdo da capacidade carcinogénica de um composto, in vivo € in vitro

[136].
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E o ensaio in vivo mais amplamente utilizado para a detec¢io de agentes clastogé-
nicos (que quebram cromossomos), e de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou
segregacao cromossdmica anormal) [136]. Camundongos e ratos sao as espécies mais usa-
das, por causa do uso comum em pesquisas toxicoldgicas, e da disponibilidade de dados
para a indu¢do de microndcleo usando-se uma grande variedade de agentes quimicos.
Quando a andlise envolver sangue periférico, recomenda-se que camundongos sejam utili-
zados [129].

Microntucleos sdo frequentemente usados para quantificar a exposi¢do a agentes
quimicos ou fisicos, sendo um procedimento importante e sugerido, por agéncias de pes-
quisa da drea de genética toxicoldgica, na avaliacdo da capacidade cancerigena de um
composto [142].

Os microntcleos constituem-se como um dos primeiro sinais de altera¢cdes cromos-
somicas e desse modo aparece em nimeros elevados antes de qualquer outro sintoma. Para
a realizacdo do teste do micronucleo in vivo, os tipos celulares mais utilizados sdo os eri-
trécitos [136].

Segundo Schmid [143], € adequado que os micronucleos sejam avaliados a partir de
hemdcias jovens, pois os nuicleos de eritroblastos sdo expelidos, e ao transformarem-se em
eritrocitos, estes permanecem no citoplasma. Podendo assim, ser identificados, baseando-
se em sua morfologia arredondada e coloracao amarelo-esverdeada causada pela ligagdo do
corante alaranjado de acridina com as fitas duplas de DNA. J4 o citoplasma, rico em RNA,

¢ evidenciado em vermelho devido a ligacao a fita simples (figura 7).

Figura 7: Evidéncia de micronicleo em eritrécito de sangue periférico.

FONTE: Almeida [144]
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2.11 Ensaio para Deteccao de Apoptose

A maioria dos tecidos sofre um constante processo de renovacgao celular gragas ao
equilibrio entre proliferacdo e morte das células, caracterizada por um processo ativo de
alteracdes morfoldgicas e bioquimicas, a apoptose [145].

A apoptose € também um mecanismo de defesa, que é ativado sempre que ocorre
uma invasao por agentes patogénicos, ou ainda quando o DNA for lesado, sendo uma via
de morte celular programada e que assegura a manuten¢do da homeostase dos organismos
multicelulares. Na fase inicial, ha condensa¢do do citoplasma, seguida da condensa¢do do
nicleo, e fragmentacdo do DNA em oligdmeros enquanto que na fase final do processo
apoptotico, as células se fragmentam inteiramente formando os corpos apoptoticos que
posteriormente sao reconhecidos e fagocitados por macréfagos ativos, sendo considerado
um eficiente mecanismo para a eliminagdo de células com altera¢des genéticas auxiliando
na prevenc¢do de tumores. Deste modo, falhas da apoptose podem interferir na regulacao do
ciclo celular levando a proliferacdao celular excessiva e aumento de células com lesdes
[137].

O ensaio citolégico para deteccao de apoptose € baseado em alteracdes morfoldgi-
cas intracelulares. Essas alteracdes tornam-se visiveis por meio de corantes do DNA, sendo
amplamente utilizado o Laranja de Acridina, uma vez que constitui um procedimento sim-
ples, de baixo custo e usual em ensaios toxicogenéticos [137].

Quando o Laranja de Acridina se intercala no DNA, proporciona coloracdo verde
sob microscopia de fluorescéncia. Este corante também se liga ao RNA, mas como nio se
intercala, o RNA é corado em vermelho-alaranjado. Assim, uma célula vidvel apresenta

um nucleo esverdeado e um citoplasma vermelho [146], mostrado na figura 8.
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Figura 8: Células apoptdticas coradas com laranja de acridina.

FONTE: Cheila [147]

2.12 Ensaio de Fagocitose Esplénica

A fagocitose consiste na primeira linha de defesa do organismo na remog¢ao de mi-
croorganismos ou particulas estranhas. Este processo envolve o reconhecimento dos anti-
genos por receptores de superficie em células fagociticas [146]. Por isso, vérios receptores
especificos, mediadores da fagocitose sdo encontrados especialmente em macréfagos, neu-
trofilos e mondcitos que sao as células diretamente envolvidas no processo [148].

A regulacdo da fagocitose protege o organismo de inflamagdes e pode ser realizada
por citocinas pro-inflamatdrias. Dentre outras funcdes atribuidas as células fagociticas,
destacam-se ainda a capacidade de remodelamento e a homeostase do nimero de células
no organismo além de exercerem importante funcdo na retirada de células com lesdao do
DNA da corrente sanguinea por meio do bago que € o maior 6rgao linféide em mamiferos
[149]. A auséncia ou presenca de fagocitose mostrada na figura 9 € baseada pela técnica de

Hayashi et al [136], o qual utiliza o alaranjado de acridina como corante.
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EVIDENT PHAGOCYTOSES

Figura 9: Teste para detec¢do de fagocitose, onde (A) auséncia de fagocitose e (B) evidenci-
ando a fagocitose
FONTE: Boatright e Salvasen [150]

2.13 Consideracoes finais

O AU € o produto final do catabolismo das purinas e seus niveis acima dos valores
de referéncia levam a um quadro de HU e pode evoluir para a gota. Além do que, a HU
cronica € um fator de risco independente para hipertensdo, SM, DRC e doengas
cardiovasculares.

Nesta revisdo bibliografica, foi observada que a prevaléncia da HU na populacdo
mundial tem aumentado de forma constante ao longo dos tultimos 40 anos e estudos
indicam que o tratamento da gota continua a ser insuficiente, demonstrado a necessidade
da utilizagdo de novas terapias, com a finalidade de reduzir o nimero de pacientes com
intolerancia as terapias existentes e criando oportunidades para uma melhor
individualizagdo do tratamento, visto que, as assisténcias médicas ndo devem ser limitadas
a uma unica prescri¢do de drogas.

Além disso, tem-se ressaltado a importancia dos estudos das plantas usadas na me-
dicina popular com o objetivo de verificar tanto seu possivel efeito terapéutico, como tam-
bém a possivel presenca de substancias toxicas. Os flavondides presentes nos extratos das
folhas das plantas t€ém mostrado atividade antioxidante e atividade na reducdo dos niveis
AUs, além de atuarem também como um inibidor de nucleagdo e do crescimento de cristais

de AU, o que pode torné-la clinicamente ttil no tratamento da HU e litiase por AU.
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A E.macrophyllus , € uma planta medicinal que cresce abundantemente no Brasil,
encontrada em todo o territério nacional apresentando em suas folhas compostos de polife-
nois, flavondides e diterpenos, o que nos leva a considerar que através dos flavondides
presentes nos extratos ela possa ter a sua a¢do a ser comprovada na HU e profilaxia da go-
ta. A E.macrophyllus é relatada nas edi¢des da farmacopéia no inicio e meio do século
passado (1929 — 1959) e com uso popular para vérias doengas, mas com poucos estudos
cientificos sobre seus efeitos fitoterdpicos, sua composicdo quimica, atividade farmacol6-
gica e toxicoldgica, visto que, existe comprovagao apenas em relagdo a sua acdo imunopro-
tetora, anti-inflamatdria e nefroprotetora.

Frente a essas informacdes relevantes, faz-se necessdrio a realizacdo de testes na
E.macrophyllus que confirmem o seu uso empirico frente a HU, bem como analisar o po-
tencial antimicrobiano frente as cepas ja testadas e a outras, o seu efeito toxicoldgico e
genotdxico e mutagénico, uma vez que diferentes terapias devem ser avaliadas adequada-
mente, observando seus efeitos colaterais, dentre elas, alteracdes nas moléculas de DNA

que podem, também, relacionar-se ao aparecimento de neoplasias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

-Avaliar o efeito anti-hiperuricémico do extrato etandlico das folhas da planta E-
chinodurus macrophyllus em modelos experimentais induzidos pelo 4cido oxdnico e avali-

ar o seu potencial genotéxico e mutagénico.

3.2 Objetivos Especificos

-Analisar a composi¢cdo quimica do extrato bruto das folhas da Echinodorus ma-
crophyllus;

-Comparar a uricemia e uricosuria dos grupos controles e tratados apds o experi-
mento;

-Determinar a DLsy ap6s administragdo aguda, do extrato das folhas da Echinodo-
rus macrophyllus em modelo animal.

-Avaliar os parametros comportamentais, fisiolégicos, e histopatolégicos nos ani-
mais tratados com o extrato das folhas da Echinodorus macrophyllus.

-Avaliar pelo Teste do Cometa e Micronicleo o potencial genotdxico e mutagénico
do extrato obtido das folhas da Echinodorus macrophyllus em células de mamiferos.

- Avaliar a atividade imunomodulatéria pela fagocitose e a morte celular através de
apoptose apds a administragao da Echinodorus macrophyllus in vivo.

-Determinar o potencial antimicrobiano in vitro do extrato das folhas da Echinodo-
rus macrophyllus frente as cepas ATCCs de fungos e bactérias, através do teste de Concen-

tracdo Inibitéria Minima (CIM);
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5. ANEXOS

5.1 Artigo Cientifico 1
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ABSTRACT

Introduction: Echinodorus macrophyllusis popularly known as “chapéu de couro” in
Brazil and has been used by folk medicine to treat hyperuricemia, rheumatoid arthritis,
renal diseases and others. This study aimed to investigate the effect of extract obtained
from E. macrophyllus leaves in hyperuricemic rats induced by oxonic acid and analyze
histopathological alterations in kidney and bladder. Methods: The extract of E.
machophyllus were analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Oxonic acid-induced hyperuricemic male Wistar rats were orally treated with E.
macrophyllus extract at doses of 125 or 250 mg/kg for 7 days. Serum and urinary levels
of uric acid, creatinine, blood urea nitrogen (BUN), fractional excretion of uric acid
(FEUA) and histopathology of kidney and bladder were analyzed. Results: HPLC anal-
ysis of E. macrophyllus extract showed the presence of flavonoids of type Flavonol.
Treatments with E. macrophyllus decreased serum levels of uric acid, increased renal
elimination and FEUA, without alterations in renal and bladder histopathology when
comparing to the negative control group. Conclusion: Decreased serum levels of uric
acid and increased elimination of uric acid and FEUA showed that E.macrophyllus ex-
tract has antihyperuricemic activity, corroborating to the use of traditional medicine.
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Keywords: Echinodorus macrophyllus, hyperuricemia, uric acid, flavonoids, oxonic
acid.

INTRODUCAO

A Echinodorus macrophyllus (Kunt) Micheli (Familia Alismataceae), popularmente
conhecida como "Chapéu-de-Couro”, € uma planta medicinal que cresce abundantemen-
te no Brasil, sendo utilizadas na medicina popular como adstringente, diurética, antiar-
ritmica, na artrite reumatdide, aterosclerose, infeccdes de pele, doengas respiratdrias,
hepdticas, do trato urindrio (litiase e nefrolitiase) [1,2] e diminui¢cdo do 4cido trico séri-
co (AUs) [3].

O 4cido trico (AU) € produzido principalmente no figado, um produto final do metabo-
lismo das purinas, adenina e guanina. O aumento da sua concentra¢do no sangue, acima
dos valores de referéncia, leva a hiperuricemia (HU) [4], o que corresponde a uma pre-
valéncia de 5 a 8% da populagdo masculina nos Estados Unidos [5], atuando como o
principal fator de risco para o desenvolvimento da gota [6], sendo que nessa nos paises
ocidentais, afeta cerca de 1-2% dos adultos, com uma prevaléncia aumentada com a
idade, sendo 7% em homens com mais de 65 anos e 3% em mulheres acima de 85 anos
[7], sendo que a HU € associada também a disfuncdo renal, doenga cardiovascular, hi-
pertensao, diabetes [8] e sindrome metabdlica [9].

Os medicamentos atualmente mais utilizados na prética clinica para a HU sdo os
inibidores da xantina oxidase (XO) e os agentes uricosdricos (probenecide e
benzobromarona). O alopurinol, inibidor da XO, é amplamente prescrito para
tratamento da HU e gota, mas a sindrome de hipersensibilidade ao alopurinol continua a
ser um perigo grave e potencialmente letal, que pode se desenvolver dentro dos trés

primeiros meses de introducdo do alopurinol. Efeitos téxicos graves induzidos por
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alopurinol atingem < 1 % dos pacientes, mas pode ser fatal, com uma taxa de
mortalidade de cerca de 20 % [10,11].

As drogas uricosuricas estdo associadas com um risco elevado de urolitiase, além disso,
a ingestao de liquidos deve ser aumentada e o pH da urina mantido acima de 6,0 para
impedir o desenvolvimento de cdlculos renais [12].0 probenecide é geralmente ineficaz
em doentes com insuficiéncia renal concomitante, € a benzobromarona é eficaz em
pacientes com insuficiéncia renal moderada, mas possui um risco de hepatotoxicidade
grave [13].

Ha alguns anos, muitos inibidores da XO tem sido isolados e caracterizados a partir de
plantas medicinais, sendo alternativas vidveis no tratamento da HU [14].

Estudos com Echinodorus macrophyllus (E. macrophyllus) tem demonstrados efeitos
imunossupressores [15], anti-inflamatérias [16] e nefropotetoras [17], mas até o
momento estudos experimentais em relagdo a sua atividade na HU nao foram realizadas.
Nesse, sentido o objetivo do estudo € confirmar cientificamente o uso empirico da E.
macrophyllus na HU, em modelos experimentais induzido pelo 4dcido oxdnico (AO),
assim como avaliar os rins e bexiga apds a administracdo da E. macrophyllus,
contribuindo para a utilizacdo da espécie na medicina tradicional e subsidiar outros

testes de atividade farmacoldgica.

METODOS

Material botanico
As folhas da E. macrophyllus foram coletadas na regido de Dourados, Mato Grosso do
Sul, Brasil (latitude 22° 14’S e longitude 54° 45°W e 452 m de altitude) na primeira

quinzena de abril de 2014. A espécie foi identificada pela professora Dr.* Zefa
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Valdevina Pereira na Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados/ Dourados/MS, sendo a exsicata depositada

sob o ndmero 2085.

Preparaciao do Extrato Bruto da Echinodorus macrophyllus

As folhas da E. macrophyllus foram secas a temperatura ambiente e posteriormente pul-
verizadas com auxilio de um moinho de facas, sendo obtido cerca de 500 g do material
pulverizado que foi submetido a trés extragdes por maceracdo com etanol (92,8%), cada
uma utilizando 2 L de solvente. As solugdes resultantes foram concentradas em evapo-
rador rotativo. Sendo obtidos 55 g de extrato etandlico da E. macrophyllus, tendo um

rendimento de 9,09 %.

Analise do Extrato Bruto por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi usado o Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) modelo: SHIMADZU
LC6A, detector de arranjo de diodos (DAD), com varredura entre 200-800 nm. Coluna
Phenomenex C-18 (4,6 mm x 250 mm, diametro da particula 10 pm) e pré-coluna (25
mm x 3 mm) de mesma fase da coluna. A elui¢do foi realizada em sistema gradiente:
MeOH/H,0 de 5 a 100% metanol, levando 15 minutos para atingir 100 % de metanol,
permanecendo 5 minutos a 100% de metanol e 5 minutos para retornar as condi¢cdes
iniciais. O tempo de andlise total foi de 25 minutos, a vazido de fluxo da bomba de 1
mL/min, volume injetado 5 pL. As amostras foram filtradas com um micro-filtro de

0,20 pm.

Reagentes e Drogas
Alopurinol, AO e benzobromarona foram adquiridos da Sigma-Aldrich® Co. LLC (St.

Louis, MO, USA). Os kits para as andlises do AU, creatinina, uréia, colesterol total,
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triglicerideos, alanina transaminase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram

obtidos da Gold Analisa Diagnéstica LTDA, Belo Horizonte MG, Brasil.

Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, variedade Wistar) machos (n=30), de 8 a 12
semanas, com peso inicial entre 200 a 280 g, fornecido pelo Biotério da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD). Os animais foram mantidos em gaiolas de poli-
propileno, com temperatura (22 + 3° C), umidade (40-60%) e luminosidade (ciclo claro-
escuro de 12h) controladas, recebendo ragao comercial padrio e dgua ad libitum. A pes-
quisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal
da Grande Dourados, sob Protocolo n°. 015/2014, e todos os procedimentos realizados
foram de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao

Animal (CONCEA) [18].

Modelo hiperuricémico experimental e administracao das drogas

Os ratos (machos) foram divididos e randomizados em seis grupos compostos por cinco
ratos. O modelo hiperuricémico em ratos foi induzido pelo AO 250 mg/kg (inibidor da
uricase) para o estudo da acdo das drogas [19,20]. O tratamento da E. macrophyllus foi
realizado nas doses de 125 e 250 mg/kg (grupos: EEM125 e EEM250 mg/kg), e os gru-
pos controles positivos foram com alopurinol 10 mg/kg (inibidor da XO) e benzobroma-
rona 10 mg/kg (uricosurico), os quais foram dissolvidos em solugdo fisiolégica 0,9% e
administrados via gavagem. O AO 250 mg/kg foi adminstrado durante sete dias
consecutivos, e ap0ds o extrato de E. macrophyllus, o alopurinol (AL) e benzobromarona
(BENZ) foram iniciados no oitavo dia, 1h apds a administracdo do AO até o décimo

quarto dia. No grupo controle negativo, foi administrado apenas solugdo fisiolédgica.
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Coleta de sangue, urina e amostras de tecido
Amostras de sangue foram coletadas na veia da cauda do animal, para dosagens bio-
quimicas séricas. A fracdo de excrecdo de AU (FEUA) foi calculada utilizando a

seguinte féormula [21]:

AUu x CREs
FEUA = X100

CREu x AUs

Onde se |6 AUu = Acido urico urindrio ; CREs = creatinina sérica ; CREu =
creatinina  urindria ; AUs = acido Urico sérico

ApOs a coleta sanguinea os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais
para a coleta de urina de 24h.

Ap6s o periodo de tratamento e coleta de sangue, foi realizado o procedimento de euta-
nasia dos animais de acordo com as Diretrizes de Eutandsia do Conselho Nacional do
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) [18]. O bago, bexiga, coracdo, figado,
pulmdo, rim esquerdo e rim direito foram pesados e avaliados macroscopicamente.
Somente os rins e bexiga foram fixados em formalina, embebidos em parafina e seccoes
de 3-5 um foram cortadas em micrétomo rotativo e coradas com hematoxilina-eosina
(HE), para a avaliac@o histopatolégica sendo observadas ao microscopio optico com

uma ampliagao de 200 vezes.

Andlise Estatistica

A estatistica descritiva foi apresentada por médias e desvio padrao. Para a verificacdo da
normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias foi usado PROC
UNIVARIATE. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste TUKEY ajustado de
PROC MIXED. Foi adotado um nivel de significancia de 5%. Os dados foram analisa-
dos pelo programa SAS (versao 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC 2004).

RESULTADOS
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Analise dos extratos via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Na andlise da CLAE (254,4 nm), o EEM demonstrou compostos caracteristicos de fla-
vonoéides (Figura 1A), os espectros na regido ultravioleta dos compostos com tempo de
retencdo em 11,63 e 11,98 minutos (1B e 1C), sdo espectros de flavonoéides do tipo fla-

vonol.

Efeito anti-hiperuricémicos da Echinodorus macrophyllus em ratos

Na anélise do AUs, na comparagdo intragrupos entre o0 momento da inducao do modelo
comparado com o momento apds o tratamento, os grupos ALO, BENZ e EEM250 apre-
sentaram reducgdo significante (p<0,001) das médias (figura 2A). Quando comparamos
ap6s o tratamento entre os grupos (figura 3A) o ALO (p<0,001) e EEM250 (p<0,01)
demonstraram diferenca com rela¢do ao grupo controle. O grupo ALO também foi dife-
rente em relacdo aos grupos EEM250 (p<0,001) e BENZ (p<0,001). O grupo EEM250
demonstrou reduzir o AUs em ratos hiperuricémicos com efeitos semelhantes com as
drogas de referéncias alopurinol e benzobromarona.

Com relagao aos estudos do AUu, a comparagdo intragrupo entre os momentos indug¢ao
e tratamento demonstrou que os grupos BENZ e EEM250 apresentaram aumento signi-
ficante (p<0,001) na excre¢ao do AUu (figura 2B). Ao comparar as médias dos grupos
apo6s o tratamento (figura 3B), os grupos BENZ (p<0,01) e o grupo EEM250 (p<0,05)
foram diferentes do grupo controle. O grupo EEM250 demonstrou diferenca estatistica
em comparacdo ao grupo BENZ (p<0,01) e ALO (p<0,01). E o grupo BENZ foi dife-
rente do grupo ALO (p<0,01). Neste sentido, a BENZ apresentou maior excrecao de AU
na urina, seguida pelo grupo EEM250.

As médias da FEUA na anélise intragrupo entre os momentos inducao e tratamento de-

monstraram diferencgas (p<0,001) nos grupos ALO, BENZ e EEM250 (figura 2C), com-
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parados ao inicio do protocolo. Apds o tratamento na comparagao entre os grupos (figu-
ra 3C) demonstraram diferengas estatisticas nos grupos ALO (p<0,05), EEM250
(p<0,05) e BENZ (p<0,01) em relagcao ao grupo controle. O grupo EEM250 foi diferen-
te estatisticamente, também, do grupo ALO (p<0,05), assim como o grupo BENZ como
do grupo ALO (P<0,05). Neste sentido, observou-se que EEM250 apresentou elimina-
cdo da FEUA, semelhante a droga BENZ no aumento da porcentagem da FEUA.

Em relacdo aos niveis de CREs e BUN, apds o tratamento com o extrato de E.
macrophyllus nao apresentaram elevacoes significativa no soro e na urina comparados
ao controle negativo, permanecendo com valores dentro da normalidade em todos os
grupos (valores ndo apresentados).

Os volumes urindrios apresentados foram maiores nos grupos BENZ, AL, EEMI125 e
EEM?250 (p < 0,001), respectivamente em relacdo ao grupo controle negativo (Tabela
1). O peso corporal de todos os ratos aumentou gradualmente ao longo de todo o expe-
rimento, independentemente do seu grupo de tratamento, ndo sendo influenciada pela
administracdo aguda de todas as substancias (Tabela 1).

O AO promoveu um aumento dos valores de colesterol total nos grupos administrados,
entretanto o tratamento com as respectivas substancias ndo foram capazes de reduzir
esses parametros bioquimicos (Tabela 1), sendo diferentes estatisticamente em relagao
ao grupo controle (p<0,05). Enquanto os valores de triglicerideos dos grupos BENZ,
EEM125 e EEM250 foram diferentes do grupo controle (p<0,011). A AST ndo apresen-
tou diferenca entre os grupos, ja em relacao aos niveis séricos da ALT, houve diminui-

cdo dos valores na presenca do EEM125 e EEM250 (Tabela 1).

Avaliacao Histolégica
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Nas andlises macroscépicas, os 6rgaos ndo apresentaram alteragdes visiveis. Em relacdo
ao peso relativo do tamanho dos 6rgaos no grupo AO a bexiga teve o seu peso aumen-
tado comparado com os outros grupos tratados com as respectivas substancias. Quanto a
andlise histolégica, ndo foram observadas alteracdes nas estruturas microscopicas, nos

rins e na bexiga.

DISCUSSAO

Os flavonodides sdo amplamente encontrados em frutos e vegetais e possuem atividades
farmacoldgicas, pois além da possibilidade de inibir a XO, tem acdo antioxidante, anti-
bacteriana e atividades antivirais [22]. Os resultados da CLAE identificaram compostos
espectros de Ultra Violeta (UV) caracteristico de flavonéides, corroborando com as
andlises dos padroes referenciados por Dourado [23], onde a identificacdo de
flavon6ides mostraram espectros de UV similares ao encontrado na nossa andlise. No
estudo de Cosenza [24], foram identificados dois flavondides no extrato da E.
macrophyllus, sendo a isovitexina e vitexina, confirmando a presenca de flavondides na
espécie estudada neste trabalho, e a vitexina é considerado marcador quimico dessa
espécie. Além disso, a vitexina e a isovitexina apresentam vdrias atividades
farmacoldgicas tais como anti-hipertensiva, anti-inflamatéria, antiespasmoédica [25],
antimicrobiana [26], antioxidante [27] e efeitos radioprotetores [28]. E recentemente,
evidéncias demonstraram que a vitexina pode proteger a hipertrofia cardiaca [29], a
agregacdo plaquetdria e contratilidade do musculo liso vascular [30].

As substancias com atividades hipouricemiantes, que possam auxiliar, ou até mesmo,
substituir o tratamento convencional da HU tem sido pesquisadas em vdrias partes do
mundo, com o foco, principalmente, nas plantas medicinais. E os compostos de flavo-

ndides t€ém demonstrado capacidades de inibicao da atividade da XO, diminuindo assim
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os niveis AUs [31]. Nos estudos de Shi et al [32], Tung et al [33] e Ahmad et al [34]
com extrato etandlico da Ramulus mori e Acacia confusa com a fragdo acetato de etila
da Pistacia integérrima, respectivamente, todos avaliando a redu¢@o dos niveis de urato,
observaram em suas folhas a presenca de flavondides, os quais apresentaram atividade
hipouricemiante em ratos com HU, corroborando com os nossos dados, onde o EEM250
reduziu, também, de forma significante os niveis de AUs em ratos hiperuricémicos, ne-
cessitando de outros estudos relacionados aos flavondides presentes no extrato de E.
macrophyllus para confirmar a sua acdo na XO.

A HU esté relacionada a diminui¢do da excre¢do do AU em 90% dos casos [35] e ndo
devido a sua maior produgdo, além disso, a maioria dos pacientes com gota tem
excrecdo renal de AU prejudicada [36], porém a droga de referéncia para o tratamento
da HU € uma inibidora da XO (alopurinol), mesmo com os seus efeitos colaterais, em
relacdo aos agentes uricosuricos (benzobromarona) que podem causar hepatoxidade
[37].

Na fase intercritica associada a droga hipouricemiante (alopurinol), entre as crises agu-
das da gota, o tratamento utilizado para evitar novas crises, tem sido a colchicina na
forma de profilaxia. Entretanto, os pacientes com intolerancia a essa droga, a alternativa
utilizada sdo doses pequenas de um anti-inflamatério ndo esterdides, como naproxeno
ou indometacina [38]. O extrato da E. macrophyllus apresenta atividade anti-
inflamatéria [16] e no nosso experimento, o extrato de E. macrophyllus na dosagem 250
mg/kg apresentou de forma significante, reducdo do AUs com aumento do AUu e con-
sequentemente da FEUA, com efeitos semelhantes das drogas de referéncias, o alopuri-
nol (inibidor da XO) e benzobromarona (hiperuricosurico), sendo eficiente na reducao
dos niveis de AUs. Este resultado é semelhante ao estudo de Wang et al [39] onde

observaram o aumento da excrecao de uratos decorrente da a¢do do flavondide morin,
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diminuindo os niveis de AUs. E o aumento do FEUA € um parametro importante, pois
indica ndo somente a remog¢ao do urato monossodico depositado em tecidos renais, mas
também previne o crescimento e/ou agregacdo destes cristais [40], dado importante en-
contrado no presente estudo, haja vista, a existéncia da associacdo entre HU e disfun¢ao
renal, independente da formacgao de cristais de urato [12]. Neste sentido, o extrato de E.
macrophyllus, na dosagem de 250 mg/kg reduz a hiperuricemia com aumento da
eliminacdo do AU em nivel renal evidenciado nesse estudo e possui acdo anti-
inflamatoéria evidenciado no estudo de Rangel et al [16] com perspectiva de poder ser
utilizada como hipouricemiante, além de como anti-inflamatorio podendo evitar novas
crises, demonstrando uma acdo completa, com apenas um unico produto no tratamento
profildtico para que nao ocorra novas crises de gota.

Os valores da creatinina e de BUN no sangue sao indicadores uteis da avaliacao de alte-
racoes da funcdo renal [41]. Nos nossos resultados nao ocorreram diferencas significan-
tes na CREs e BUN nos grupos tratados com o extrato de E. macrophyllus, onde os va-
lores permaneceram dentro da faixa de normalidade, ndo apresentando alteracdo clinica,
resultados estes semelhantes aos demonstrados no estudo de Huang et al [42],
importante resultado ja que varios estudos prospectivos tém relatado que HU € acompa-
nhada de doenga renal cronica, incluindo hipertrofia glomerular e disfuncao endotelial
[43].

Além disso, Portella ef al [17] avaliaram a nefrotoxicidade e danos nos tibulos renais
acarretados pelo antibidtico gentamicina em ratos, € observaram que a administracdo o
extrato de E. macrophyllus foi capaz de reverter essas alteracdes.

O uso de plantas para fins de cura estd cada vez mais popular por se acreditar que elas
possuem apenas agoes benéficas e sdo livres de efeitos colaterais [44]. No entanto, o uso

milenar de plantas medicinais mostrou, ao longo dos anos, que determinadas plantas
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apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de vista cientifico, pesqui-
sas mostraram que muitas delas possuem substincias potencialmente agressivas e, por
esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicoldgicos
[45].

A administracdo da EEM, nas doses de 125 e 250 mg/kg, ndo apresentaram alteragao
hepdtica, avaliadas a partir das enzimas hepéticas AST e ALT, sendo que nos grupos da
EEM a ALT (enzima que se encontra com maior porcentagem no figado) ficou com
valores menores que o controle negativo, mostrando que a func@o do figado permanece
normal apds o tratamento com o extrato de E. macrophyllus, durante 7 dias em ratos
hiperuric€micos ,bem como também nao mostraram nenhuma alteracao em nivel histo-
16gico nos rins e bexiga. Com isso, o extrato de E. macrophyllus apresenta-se como
op¢ao terapéutica importante no tratamento da HU, visto que, as drogas de referéncia
utilizadas no tratamento convencional, apresenta-se com varios efeitos colaterais, sendo
o alopurinol associado a reacdes de hipersensibilidade fatais, incluindo erupc¢ao cutinea
medicamentosa com eosinofilia e sintomas sistémicos, sindrome de Stevens-Johnson
(forma grave, as vezes fatal, do eritema multiforme ou polimorfo, que acomete o tegu-
mento e as mucosas oral, genital, anal e ocular) e necrélise epidérmica téxica e a benzo-
bromarona com hepatotoxidade, [37,46].

Os resultados desse estudo fornecem evidéncias da atividades anti-hiperuricemiante da
E. macrophyllus, com elimina¢do do AUu, sugerindo a necessidade de maiores estudos
sobre as possiveis substancias que tenham este efeito, dentre elas principalmente, os
flavonodides. Portanto, este estudo vem corroborar com o conhecimento popular dos

efeitos do o extrato de E. macrophyllus (chapéu de couro) no tratamento da HU.
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CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato de E. macrophyllus possui flavondides com padrdes do tipo
flavonol, e possui atividade anti-hiperuricemiante, com diminui¢do nos niveis de 4cido
urico sérico demonstrado pelo aumento na excre¢do de uratos e valor aumentado de

FEUA em ratos hiperuricémicos.
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Figura 1. Perfil cromatografico do extrato etandlico das folhas da Echinodorus macrophyllus, andlise em CLAE-UV.

Detecgdo a 254 nm (A). Flavonol - espectros de UV dos picos com tempo de retengdo de 11,63 minutos (B) e 11,98

minutos (C).
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Figura 2: Comparacio intragrupo nos momentos inducio e tratamento em relacio ao Acido Urico Sérico (mg/dL)
(Figura A), Acido Urico Urindrio (mg/dL) (Figura B) e FEUA% (Figura C). Controle: Grupo controle com ratos ndo
hipeuricémicos, AO: Grupo com ratos hiperuricEmicos sem tratamento; ALO: Grupo de ratos hiperuricémicos trata-
dos com alopurinol (10 mg/kg); BENZ: Grupo de ratos hiperuricEmicos tratados com benzobromarona (10 mg/kg);
EEM125: Grupo de ratos hiperuricémicos tratados com EMM 125 mg/kg; EEM250: Grupo de ratos hiperuricémicos
tratados com EEM 250 mg/kg. Os valores foram expressos em relacdo a média (n=5) e desvio padrdo. * P<0,05*%;

P<0,01; ***P<0,001 versus a hiperuricemia induzida por AO.
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Figura 3: Comparacdo dos grupos em relacéio ao efeito anti-hiperuricémico em ratos hiperuricémicos induzidos pelo
dcido oxdnico. Controle: Grupo controle , ALO: grupo tratados com alopurinol (10 mg/kg); BENZ: grupo tratados
com benzobromarona (10 mg/kg); EEM125: grupo tratados com EMM 125 mg/kg; EEM250: grupo tratados com
EEM 250 mg/kg. Os valores foram expressos em relagdo a média (n=5) e desvio padrdo; * P<0,05**; P<0,01;

T

ALO BENZ

GRUPOS

*#+%P<(,001versus a hiperuricemia induzida com AO.

Tabela 1: Efeitos de EEM, alopurinol e Benzobromarona ao volume de urina, peso, colesterol,

EEM125

triglicerideos, AST e ALT em ratos hiperuricémicos

EEM250

Grupos Volume Peso (gra-  Colesterol Triglicerideos AST ALT
de Urina  mas) Total (mg/dL) (UI/L) (UI/L)
(mL) (mg/dL)
AO 15.80° 307.20 203.60° 153.00™ 73.62  35.15°
Controle 15.60° 330.60 131.60° 89.40° 66.80  33.06"
BENZ 28.40° 316.80 176.00" 227.60° 81.96 32.51°
AL 25.20° 290.60 179.00* 144.60™ 79.44 3779
EEM125 22.30° 320.00 181.60° 166.00° 7529  20.56°
EEM250 19.50® 322.60 166.60* 212.00° 80.63  18.82°
EPM 1.05 5.03 5.06 11.74 564  3.00
Valor de P' 0,001 0.266 0.005 0.011 0.601  0.004

Grupos controle, dcido oxdnico sem tratamento (AO) 250mg/kg, alopurinol (AL) 10mg/kg, extrato da EM 125m§/kg
(EEM 125), extrato da EM 250mg/kg (EEM 250) e benzobromarona (BENZ) 10mg/kg. *p<0,005 ¢ **p<0,001;
EPM ( Erro padriao da média). Médias seguidas de letras diferentes na linha diferenciam-se no teste de TUKEY

ajustado pelo PROC MIXED do SAS
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5.1.1 Normas da revista cientifica

Bl acthuitis

Instructions for authors
Research articles
See 'About this journal' for descriptions of different article types and information about
policies and the refereeing process.
Submission process
Manuscripts must be submitted by one of the authors of the manuscript, and should not
be submitted by anyone on their behalf. The corresponding author takes responsibility
for the article during submission and peer review.
Please note that all content published in Arthritis Research & Therapy is entirely open
access. Arthritis Research & Therapy levies an article-processing charge on all accepted
Research articles that have not been directly invited by the journal; if the corresponding
author's institution is a BioMed Central member the cost of the article-processing
charge may be covered by the membership (see About page for detail). Please note that
the membership is only automatically recognised on submission if the corresponding
author is based at the member institution. Authors of invited Research articles are enti-
tled to a full waiver on the journal article processing charge and should complete a
waiver request during the submission process.
To facilitate rapid publication and to minimize administrative costs, Arthritis Research
& Therapy prefers online submission.
Files can be submitted as a batch, or one by one. The submission process can be inter-
rupted at any time; when users return to the site, they can carry on where they left off.
See below for examples of word processor and graphics file formats that can be accept-
ed for the main manuscript document by the online submission system. Additional files
of any type, such as movies, animations, or original data files, can also be submitted as
part of the manuscript.
During submission you will be asked to provide a cover letter. Use this to explain why
your manuscript should be published in the journal, to elaborate on any issues relating
to our editorial policies in the 'About Arthritis Research & Therapy' page, and to declare
any potential competing interests.
Assistance with the process of manuscript preparation and submission is available from
BioMed Central customer support team.
We also provide a collection of links to useful tools and resources for scientific authors
on our Useful Tools page.
File formats
The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript doc-
ument:

e  Microsoft word (DOC, DOCX)

¢ Rich text format (RTF)

e Portable document format (PDF)

o TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)
TeX/LaTeX users: Please use BioMed Central's TeX template and BibTeX stylefile if
you use TeX format. During the TeX submission process, please submit your TeX file
as the main manuscript file and your bib/bbl file as a dependent file. Please also convert
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your TeX file into a PDF and submit this PDF as an additional file with the name
'Reference PDF'. This PDF will be used by internal staff as a reference point to check
the layout of the article as the author intended. Please also note that all figures must be
coded at the end of the TeX file and not inline.

If you have used another template for your manuscript, or if you do not wish to use
BibTeX, then please submit your manuscript as a DVI file. We do not recommend con-
verting to RTF.

For all TeX submissions, all relevant editable source must be submitted during the sub-
mission process. Failing to submit these source files will cause unnecessary delays in
the publication procedures.

Preparing main manuscript text

General guidelines of the journal's style and language are given below.

Overview of manuscript sections for Research articles

Manuscripts for Research articles submitted to Arthritis Research & Therapy should be
divided into the following sections (in this order):

o Title page
e Abstract
o Keywords

e Article headings

¢ Introduction

e Methods

e Results and discussion

e Conclusions

e List of abbreviations used (if any)

e Competing interests

e Authors' contributions

e Authors' information

e Acknowledgements

e Endnotes

o References

o [Illustrations and figures (if any)

e Tables and captions

e Preparing additional files
The Accession Numbers of any nucleic acid sequences, protein sequences or atomic
coordinates cited in the manuscript should be provided, in square brackets and include
the corresponding database name; for example, [EMBL:AB026295, EMBL:AC137000,
DDBIJ:AE000812, GenBank:U49845, PDB:1BFM, Swiss-Prot:Q96KQ7, PIR:S66116].
The databases for which we can provide direct links are: EMBL Nucleotide Sequence
Database (EMBL), DNA Data Bank of Japan (DDBJ), GenBank at the NCBI
(GenBank), Protein Data Bank (PDB), Protein Information Resource (PIR) and the
Swiss-Prot Protein Database (Swiss-Prot).
For reporting standards please see the information in the About section.
Title page
The title page should list

e the title of the article

e the full names

e institutional addresses

e email addresses for all authors
The corresponding author should also be indicated.
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Please note that the title should include the study design, for example "A versus B in the
treatment of C: a randomized controlled trial" or "X is a risk factor for Y: a case control
study". Please see the policy section in 'About Arthritis Research & Therapy' for further
details.

Please note that if a collaboration group should be listed as an author, please list the
Group name as an author. If you would like the names of the individual members of the
Group to be searchable through their individual PubMed records, please include this
information in the “acknowledgements” section in accordance with the instructions be-
low. Please note that the individual names may notmay not be included in the PubMed
record at the time a published article is initially included in PubMed as it takes PubMed
additional time to code this information.

Abstract

The Abstract of the manuscript should not exceed 350 words and must be structured
into separate sections: Introduction, the context and purpose of the study; Methods,
how the study was performed and statistical tests used; Results, the main findings;
Conclusions, brief summary and potential implications; Trial registration, if your re-
search article reports the results of a controlled health care intervention, please list your
trial registry, along with the unique identifying number (e.g. Trial registration: Current
Controlled Trials ISRCTN73824458). Please note that there should be no space be-
tween the letters and numbers of your trial registration number. We recommend manu-
scripts that report randomized controlled trials follow the CONSORT extension for ab-
stracts.

Please minimize the use of abbreviations and do not cite references in the abstract.
Please see also our guide for writing an easily accessible abstract.

Keywords

Three to ten keywords representing the main content of the article.

Introduction

The Introduction section should be written in a way that is accessible to researchers
without specialist knowledge in that area and must clearly state - and, if helpful, illus-
trate - the background to the research and its aims. Reports of clinical research should,
where appropriate, include a summary of a search of the literature to indicate why this
study was necessary and what it aimed to contribute to the field. The section should end
with a brief statement of what is being reported in the article.

Methods

The methods section should include the design of the study, the setting, the type of par-
ticipants or materials involved, a clear description of all interventions and comparisons,
and the type of analysis used, including a power calculation if appropriate. Generic drug
names should generally be used. When proprietary brands are used in research, include
the brand names in parentheses in the methods section.

For further details of the journal's data-release policy, see the policy section in 'About
this journal'.

Results and discussion

The Results and discussion may be combined into a single section or presented sepa-
rately. Results of statistical analysis should include, where appropriate, relative and ab-
solute risks or risk reductions, and confidence intervals. The Results and discussion sec-
tions may also be broken into subsections with short, informative headings.
Conclusions

This should state clearly the main conclusions of the research and give a clear explana-
tion of their importance and relevance. Summary illustrations may be included.

List of abbreviations




2296
2297
2298
2299
2300
2301
2302
2303
2304
2305
2306
2307
2308
2309
2310
2311
2312
2313
2314
2315
2316
2317
2318
2319
2320
2321
2322
2323
2324
2325
2326
2327
2328
2329
2330
2331
2332
2333
2334
2335
2336
2337
2338
2339
2340
2341
2342
2343
2344
2345

70

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a
list of abbreviations can be provided, which should precede the competing interests and
authors' contributions.

Competing interests

A competing interest exists when your interpretation of data or presentation of infor-
mation may be influenced by your personal or financial relationship with other people
or organizations. Authors must disclose any financial competing interests; they should
also reveal any non-financial competing interests that may cause them embarrassment
were they to become public after the publication of the manuscript.

Authors are required to complete a declaration of competing interests. All competing
interests that are declared will be listed at the end of published articles. Where an author
gives no competing interests, the listing will read 'The author(s) declare that they have
no competing interests'.

When completing your declaration, please consider the following questions:

Financial competing interests

e In the past three years have you received reimbursements, fees, funding, or sala-
ry from an organization that may in any way gain or lose financially from the
publication of this manuscript, either now or in the future? Is such an organiza-
tion financing this manuscript (including the article-processing charge)? If so,
please specify.

e Do you hold any stocks or shares in an organization that may in any way gain or
lose financially from the publication of this manuscript, either now or in the fu-
ture? If so, please specify.

e Do you hold or are you currently applying for any patents relating to the content
of the manuscript? Have you received reimbursements, fees, funding, or salary
from an organization that holds or has applied for patents relating to the content
of the manuscript? If so, please specify.

e Do you have any other financial competing interests? If so, please specify.

Non-financial competing interests

Are there any non-financial competing interests (political, personal, religious, ideologi-
cal, academic, intellectual, commercial or any other) to declare in relation to this manu-
script? If so, please specify.

If you are unsure as to whether you, or one your co-authors, has a competing interest
please discuss it with the editorial office.

Authors' contributions

In order to give appropriate credit to each author of a paper, the individual contributions
of authors to the manuscript should be specified in this section.

According to ICMJE guidelines, An 'author' is generally considered to be someone who
has made substantive intellectual contributions to a published study. To qualify as an
author one should 1) have made substantial contributions to conception and design, or
acquisition of data, or analysis and interpretation of data; 2) have been involved in draft-
ing the manuscript or revising it critically for important intellectual content; 3) have
given final approval of the version to be published; and 4) agree to be accountable for
all aspects of the work in ensuring that questions related to the accuracy or integrity of
any part of the work are appropriately investigated and resolved. Each author should
have participated sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate
portions of the content. Acquisition of funding, collection of data, or general supervi-
sion of the research group, alone, does not justify authorship.

We suggest the following kind of format (please use initials to refer to each author's
contribution): AB carried out the molecular genetic studies, participated in the sequence
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alignment and drafted the manuscript. JY carried out the immunoassays. MT participat-
ed in the sequence alignment. ES participated in the design of the study and performed
the statistical analysis. FG conceived of the study, and participated in its design and
coordination and helped to draft the manuscript. All authors read and approved the final
manuscript.

All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an
acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help, writing assistance, a department chair who
provided only general support, or those who contributed as part of a large collaboration
group.

Authors' information

You may choose to use this section to include any relevant information about the au-
thor(s) that may aid the reader's interpretation of the article, and understand the stand-
point of the author(s). This may include details about the authors' qualifications, current
positions they hold at institutions or societies, or any other relevant background infor-
mation. Please refer to authors using their initials. Note this section should not be used
to describe any competing interests.
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portant intellectual content, but who does not meet the criteria for authorship. Please
also include the source(s) of funding for each author, and for the manuscript prepara-
tion. Authors must describe the role of the funding body, if any, in design, in the collec-
tion, analysis, and interpretation of data; in the writing of the manuscript; and in the
decision to submit the manuscript for publication. Please also acknowledge anyone who
contributed materials essential for the study. If a language editor has made significant
revision of the manuscript, we recommend that you acknowledge the editor by name,
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The role of a scientific (medical) writer must be included in the acknowledgements sec-
tion, including their source(s) of funding. We suggest wording such as 'We thank Jane
Doe who provided medical writing services on behalf of XYZ Pharmaceuticals Ltd.'

If you would like the names of the individual members of a collaboration Group to be
searchable through their individual PubMed records, please ensure that the title of the
collaboration Group is included on the title page and in the submission system and also
include collaborating author names as the last paragraph of the ‘“acknowledgements”
section. Please add authors in the format First Name, Middle initial(s) (optional), Last
Name. You can add institution or country information for each author if you wish, but
this should be consistent across all authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at the time a
published article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to
code this information.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
Acknowledgements section.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and
all notes (along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes sec-
tion. Please format this section in a paragraph rather than a list.
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All references, including URLs, must be numbered consecutively, in square brackets, in
the order in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. Each
reference must have an individual reference number. Please avoid excessive referenc-
ing. If automatic numbering systems are used, the reference numbers must be finalized
and the bibliography must be fully formatted before submission.

Only articles, clinical trial registration records and abstracts that have been published or
are in press, or are available through public e-print/preprint servers, may be cited; un-
published abstracts, unpublished data and personal communications should not be in-
cluded in the reference list, but may be included in the text and referred to as "un-
published observations" or "personal communications" giving the names of the involved
researchers. Obtaining permission to quote personal communications and unpublished
data from the cited colleagues is the responsibility of the author. Footnotes are not al-
lowed, but endnotes are permitted. Journal abbreviations follow Index
Medicus/MEDLINE. Citations in the reference list should include all named authors, up
to the first six before adding 'et al."..

Any in press articles cited within the references and necessary for the reviewers' as-
sessment of the manuscript should be made available if requested by the editorial office.
An Endnote style file is available.

Examples of the Arthritis Research & Therapy reference style are shown below. Please
ensure that the reference style is followed precisely; if the references are not in the cor-
rect style they may have to be retyped and carefully proofread.

All web links and URLs, including links to the authors' own websites, should be given a
reference number and included in the reference list rather than within the text of the
manuscript. They should be provided in full, including both the title of the site and the
URL, as well as the date the site was accessed, in the following format: The Mouse
Tumor Biology Database. http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20
May 2013. If an author or group of authors can clearly be associated with a web link,
such as for weblogs, then they should be included in the reference.

Authors may wish to make use of reference management software to ensure that refer-
ence lists are correctly formatted. An example of such software is Papers, which is part
of Springer Science+Business Media.

Examples of the Arthritis Research & Therapy reference style

Article within a journal Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.
Article within a journal (no page numbers) Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-
Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R, Tjgnneland A, et al. Meat consumption and
mortality - results from the European Prospective Investigation into Cancer and Nutri-
tion. BMC Medicine. 2013;11:63.

Article within a journal by DOI Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of
dysregulated cytokine production. Dig J Mol Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.
Article within a journal supplement Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional
asplenia: demonstration of splenic activity by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl
1:26-32.

Book chapter, or an article within a book Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death:
the significance of apoptosis. In: Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. Interna-
tional review of cytology. London: Academic; 1980. p. 251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess
and chiral symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128_2006_108.
Complete book, authored Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide
to the management of common illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.
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Online document Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances
and their effects. Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of
subordinate document. Accessed 15 Jan 1999.

Online database Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998.
http://www.healthwise.org. Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage Doe J. Title of supplementary material.
2000. http://www.privatehomepage.com. Accessed 22 Feb 2000.

University site Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html
(1999). Accessed 25 Dec 1999.

FTP site Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999).
Accessed 12 Nov 1999.

Organization site ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org
(2006). Accessed 20 Feb 2007.

Dataset with persistent identifier Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong
S-S, et al. Genome data from sweet and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience
Database. 2011. http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Preparing illustrations and figures

[lustrations should be provided as separate files, not embedded in the text file. Each
figure should include a single illustration and should fit on a single page in portrait for-
mat. If a figure consists of separate parts, it is important that a single composite illustra-
tion file be submitted which contains all parts of the figure. There is no charge for the
use of color figures.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising the
quality of your figures.

Formats

The following file formats can be accepted:

e PDF (preferred format for diagrams)

e DOCX/DOC (single page only)

e PPTX/PPT (single slide only)

e EPS

e PNG (preferred format for photos or images)
e TIFF

 JPEG

e BMP

Arthritis Research & Therapy will edit all figures supplied by the author. For this reason
it is especially important that authors should supply figures in vector form, to facilitate
such editing.

Figure legends

The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the docu-
ment, rather than being a part of the figure file. For each figure, the following infor-
mation should be provided: Figure number (in sequence, using Arabic numerals - i.e.
Figure 1, 2, 3 etc); short title of figure (maximum 15 words); detailed legend, up to 300
words.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
the copyright holder to reproduce figures or tables that have previously been pub-
lished elsewhere.

Display of Electrophoretic gels and blots

Each gel and blot included in a figure or additional data file should display appropriate
positive and negative controls in addition to molecular size markers and loading con-
trols. Gel or blot images must not be electronically enhanced or manipulated. Any ad-
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justments have to ensure that the final image is still a true representation of the original
data.

Linear adjustment of the color, contrast or brightness are permitted, but they must be
applied to the entire image, not just parts of it.

If gel or blots images have been cropped in order to improve the clarity of a figure, the
cropping must be explained in the figure legend; any important bands must be included
in the cropped figure. The complete gels and blots should be provided as additional data
files and referred to from the legend of the corresponding figure in the main text.

If lanes are displayed together in an image that were not adjacent in the original gel, the
lanes must be separated clearly by lines and a note must be added to the figure legend.

If previously characterized antibodies were used, a reference must be included in the
article. If less well known reagents were used, antibody specificity and its reactivity in
the actual assay should be included in the article.

If quantitative comparisons between samples shown on different gels or blots have to be
made, this must be made explicit in the figure legends.

Preparing tables

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals (i.e. Table
1, 2, 3 etc.). Tables should also have a title (above the table) that summarizes the whole
table; it should be no longer than 15 words. Detailed legends may then follow, but they
should be concise. Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of
the document text file, in A4 portrait or landscape format. These will be typeset and
displayed in the final published form of the article. Such tables should be formatted us-
ing the 'Table object' in a word processing program to ensure that columns of data are
kept aligned when the file is sent electronically for review; this will not always be the
case if columns are generated by simply using tabs to separate text. Columns and rows
of data should be made visibly distinct by ensuring that the borders of each cell display
as black lines. Commas should not be used to indicate numerical values. Color and
shading may not be used; parts of the table can be highlighted using symbols or bold
text, the meaning of which should be explained in a table legend. Tables should not be
embedded as figures or spreadsheet files.

Larger datasets or tables too wide for a landscape page can be uploaded separately as
additional files. Additional files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the
article, but a link will be provided to the files as supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls )
or comma separated values (.csv). As with all files, please use the standard file exten-
sions.

Preparing additional files

Although Arthritis Research & Therapy does not restrict the length and quantity of data
included in an article, we encourage authors to provide datasets, tables, movies, or other
information as additional files.

Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not in-
clude files such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised
versions of the main manuscript document with tracked changes. Such files should be
sent by email to editorial @arthritis-research.com, quoting the Manuscript ID number.
Results that would otherwise be indicated as "data not shown" can and should be in-
cluded as additional files. Since many weblinks and URLSs rapidly become broken, Ar-
thritis Research & Therapy requires that supporting data are included as additional files,
or deposited in a recognized repository. Please do not link to data on a person-
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al/departmental website. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and
files will be virus-scanned on submission.
Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published
article as supplied by the author.
Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the
browser. These include most movie formats (for users with the Quicktime plugin), mini-
websites prepared according to our guidelines, chemical structure files (MOL, PDB),
geographic data files (KML).
If additional material is provided, please list the following information in a separate
section of the manuscript text:
e File name (e.g. Additional file 1)
e File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx
(including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)
o Title of data
e Description of data
Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced
explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file
shows this in more detail [see Additional file 1]'.
Additional file formats
Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and should be
viewable using free or widely available tools. The following are examples of suitable
formats.
e Additional documentation
o PDF (Adode Acrobat)
e Animations
o SWF (Shockwave Flash)
e Movies
o MP4 (MPEG 4)
o MOV (Quicktime)
e Tabular data
o XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)
o CSV (Comma separated values)
As with figure files, files should be given the standard file extensions.
Mini-websites
Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that
they will be browsable from within the full text HTML version of the article. In order to
do this, please follow these instructions:
1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the

root.

2. Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-
folders.

3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than
"/images/picture.jpg"  or  "http://yourdomain.net/images/picture.jpg"  or
"C:\Documents and Settings\username\My Documents\mini-

website\images\picture.jpg") and no link is longer than 255 characters.

4. Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that
the most commonly used browsers (Internet Explorer and Firefox) are able to
view all parts of the mini-website without problems, it is ideal to check this on a
different machine.
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5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that
index.html is in the root of the ZIP, and that the file has .zip extension, then
submit as an additional file with your article.

Style and language

General

Currently, Arthritis Research & Therapy can only accept manuscripts written in Eng-
lish. Spelling should be US English or British English, but not a mixture.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged
to be concise.

Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please
visit our page on Writing titles and abstracts for scientific articles.

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific manu-
script. American Scientist also provides a list of resources for science writing. For more
detailed guidance on preparing a manuscript and writing in English, please visit the Bi-
oMed Central author academy.

Abbreviations

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when
first used and a list of abbreviations can be provided following the main manuscript
text.

Typography

e Please use double line spacing.

e Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

e Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.

e (Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

e All pages should be numbered.

o Use the Arthritis Research & Therapy reference format.

e Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

e Please do not format the text in multiple columns.

e Greek and other special characters may be included. If you are unable to repro-
duce a particular special character, please type out the name of the symbol in
full. Please ensure that all special characters used are embedded in the text,
otherwise they will be lost during conversion to PDF.

Units
SI units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the toxicological, genotoxic, mutagenic
and apoptotic potential of in vivo Echinodorus macrophyllus extract (EEM). In acute
toxicity test, 02 groups (n = 5) of female Wistar rats were used, a negative control group
(saline) and an experimental group (2000 mg / kg / BW of EEM), followed by 14 days.
In genotoxic, mutagenic and apoptosis potential, S0 male Swiss mice were divided into
5 groups (n = 10): Group I: negative control (saline 0.1ml / 10g / PC); Group II: positive
control group (cyclophosphamide 100 mg / kg); Group III: EEM 500 mg / kg; Group
IV: EEM 1000 mg / kg; Group V: EEM 2000 mg / kg. The results showed that there
were no acute lethality or toxicity signals, indicating that LDs is greater than 2000 mg /
kg, and groups treated with EEM showed no genotoxic or mutagenic activity and did
not induce apoptosis in liver and kidney. It is concluded that EEM shows no toxicity
and its LDs is greater than 2000 mg / kg, with no mutagenicity and genotoxicity at dos-
ages of 500, 1,000 and 2,000 mg / kg / BW and no apoptotic effects.

Keywords: Echinodorus macrophyllus, acute toxicity, LD50, comet assay, micronucle-
us test, genotoxicity, mutagenicity.
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1. Introduction

Currently, there has been an increased demand for the use of natural products,
especially vegetables, as a therapeutic option due to their potentially beneficial effects
on human health. However, they may have in their chemical constitution compounds
that may have deleterious effects that bring serious risks to human health (Brusick,
1987; Rates, 2001). In this sense, any agent that can harm the patient’s health should be
evaluated to detect any toxic, genotoxic or mutagenic effect. Mutagenic agents can
change the DNA sequence and thereby increase or accelerate mutation that when accu-
mulated and in large numbers and can determine the appearance of cancerous tumors
(Ribeiro et al., 2003).

Echinodorus macrophyllus (Kunt) Micheli (Alismataceae family), popularly
known as "Amazon sword plant”, is a medicinal plant that abundantly grows in Brazil
and is used in folk medicine in many situations as an astringent, diuretic, antiarrhyth-
mic, in rheumatoid arthritis, in atherosclerosis, in skin infections, in respiratory, liver
and urinary tract diseases (lithiasis and nephrolithiasis) (Buznego and Pérez-Saad, 2006;
Leite et al, 2007) and also used to reduce serum uric acid (Coimbra and Cassiani, 2001).

The methanolic extract from Echinodorus macrophyllus leaves (E.
macrophillus) has mainly flavonoids, triterpenoids, tannins (Martins et al.), as well as
alkaloids, glycosides, essential oils, saponins, polyphenols, steroids, and organic acids
(Kobayashi et al., 2000).

Studies carried out by Portela et al. (2012) and Nascimento et al. (2014) demon-
strate scientific evidence that E. macrophyllus has nephroprotective activity, indicating
that it may have therapeutic applications in renal dysfunction. Pinto et al. (2007) also
reported that the aerial parts of E. macrophyllus have immunosuppressive effect on the
exacerbated humoral response or cellular immune responses, and in autoimmune rheu-
matic diseases.

In view of the therapeutic potential of E. macrophyllus, this study was conducted
to evaluate the toxicological potential of this extract through acute toxicity,

genotoxicity, mutagenicity tests and in vivo apoptotic effects.

2. Material and Methods
2.1. Plant material, preparation and High-performance Liquid Chromatography
E. macrophyllus leaves of were collected in the region of Dourados, Mato

Grosso do Sul, Brazil (22 ° 14'S and 54° 45'W and 452 m asl) in the first half of April
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2014. The species was identified by Dr. Zefa Valdivina Pereira and deposited under
identification number 2085 in the herbarium of the Faculty of Biological and Environ-
mental Sciences (FCBA), Federal University of Grande Dourados / Dourados / MS.

E. macrophyllus leaves were dried and macerated at room temperature and sub-
sequently sprayed with the aid of a mill, obtaining about 500 g of pulverized material
that was submitted to three extractions with ethanol (92.8%), each using 2 L of solvent.
The resulting solutions were concentrated on a rotary evaporator, obtaining 55 g of eth-
anol extract from Echinodorus macrophyllus (EEM), with 9.09% of yield.

Chromatographic analysis used High-performance Liquid Chromatograph
(HPLC) model Shimadzu LC6A with diode array detector (DAD) and scanning between
200 and 800 nm. Phenomenex Column C-18 (4.6 mm x 250 mm, particle diameter of 10
pm) and pre-column (25 mm x 3 mm) of the same column phase. Elution was carried
out in gradient system: MeOH / H;O from 5 to 100% methanol, taking 15 minutes to
reach 100% methanol, remaining 5 minutes at 100% methanol and 5 minutes to return
to initial conditions. The total analysis time was 25 minutes, pump flow rate of 1 ml /

min and injected volume of 5 uL. Samples were filtered with a micro-filter of 0.20 um.

2.2. Animals

Ten female adult Wistar rats with average weight of 250g were used in the acute
toxicity study and fifty male Swiss mice with average weight between 30 and 40 g were
used for the comet assay, micronuclei and apoptosis. The animals were provided by the
animal facility of the Federal University of Grande Dourados (UFGD). The animals
were kept in polypropylene cages covered with shaver for a minimum adaptation period
of 7 days. Light and temperature were controlled with 12 h light and 12 h dark, main-
taining temperature (22 + 2 ° C) and humidity (55 = 10%) constant. Throughout the
experiment, animals received commercial diet and filtered water ad libitum. The exper-
imental procedures were in accordance with the Ethical Principles for Animal Experi-
mentation and approved by the Ethics Research Committee on Animal Use the UFGD
(Protocol no. 015/2014).

2.3 Acute Toxicity

The acute toxicity study was based on OECD protocols (Organization for Eco-
nomic Co-operation and Development) - Guidelines 425 and ANVISA (OECD, 2008,
ANVISA, 2004).
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For the acute toxicity study, animals were randomized and divided into 2 groups
of experimental rats (n = 5), which remained fasting for 8 hours before the experiment.
substances were administered by oesophageal gavage. The first group (control group)
was treated with saline solution (0.9 g NaCl, 100 ml of water). The second group (ex-
perimental) was orally treated with EEM diluted in saline at dose of 2000 mg / kg body
weight, termed EEM 2000 mg / kg group. Extract administration was firstly carried out
in a single female rat. Then, with an interval of 48 hours, the same dose was adminis-
tered to four more rats, totaling five animals treated in EEM 2000 mg / Kg group. Ani-
mals were periodically observed during the first 24 hours and thereafter once daily for
14 days.

According to Malone and Robichaud (1962), the five hippocratic screening pa-
rameters were analyzed: conscious state (general activity); Activity and Coordination of
the Motor System and Muscle Tone (touch response and tail clamping, straightening,
grip strength); Reflexes (atrial and corneal); Activities on the Central Nervous System
(tremors, convulsions, straub, sedation, anesthesia and ataxia) and Activities on the Au-
tonomic Nervous System (lacrimation, cyanosis, ptosis, salivation and piloerection).
Water and food consumption and body weight were daily recorded. At the end of the
observation period, all animals were anesthetized (Ketamine and xylazine, 25 and 10
mg / kg, respectively) and sacrificed by decapitation. Organs (heart, lung, spleen, liver,
kidney, right ovary and uterus) were removed, weighed and macroscopically examined.
The average lethal dose was estimated according to method described by Litchfield and
Wilcoxon (Litchfield and Wilcoxon, 1949).

Assessments of body weight and absolute and relative weights of organs were
used to define the biometric parameters of animals at the beginning and end of the ex-

periment.

2.4 Comet tests, micronucleus in peripheral blood and apoptotic Assessment of
Liver and Kidneys

Animals (Swiss mice) were randomized into 5 experimental groups (n = 10), and
substances saline [(0.1 mL / 10 g body weight) (Negative Control Group - Group I)] and
EEM (Groups - I, I1, II1, IV and V at doses of 500, 1000 and 2000 mg / kg respectively)
were administered by gavage and cyclophosphamide [(100 mg / kg body weight) (Posi-

tive Control Group - Group II)] was intraperitoneally administered.
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EEM doses were based on the LD50 determination, which was higher than 2000
mg / kg. Treatment was performed once, and the Echinodorus macrophyllus extract and
cyclophosphamide were dissolved in saline prior to administration.

Alkylating cyclophosphamide agent (Fosfaseron, Filaxis) was used to promote
DNA damage, which has demonstrated in vivo and in vitro genotoxic activity in bone
marrow cells and peripheral blood of rats (Fenech et al., 1999).

The apoptotic evaluation of liver and kidney was analyzed by DNA fragmenta-

tion in accordance with protocols of Rovozzo, Burke (1973) and Mauro et al (2011).

2.4.1 Comet assay

The comet assay was performed according to Singh et al. (1988); Tice and
Strauss (1995) and Oliveira et al. (2009). First, slides were covered with agarose (5%),
then 20 pL of peripheral blood were collected 24 h after administration of the com-
pounds (T1), which were homogenized with 120 pL of low-point agarose and deposited
on the slide, being covered with coverslip and cooled to -4 ° C for 20 minutes in the
absence of light. The coverslip was removed and the blade immersed in 89 ml of stock
lysis solution (2.5M NaCl, 100.0 mM EDTA, 10.0 mM Tris, pH 10 adjusted with solid
NaOH, 890 ml of distilled water and 1% sodium lauryl sarcosinate), 1.0 ml Triton X -
100 and 10 mL of DMSO protected from light for a period of at least 1 hour and up to
24 hours. Then, they were taken to the electrophoresis tank with pH buffer > 13.0 for a
period of 20 minutes at 4 ° C; the electrophoresis run was performed at 25 V and 300
mA (1.25 V / cm). After the run, slides were neutralized with pH 7.5 buffer (0.4 M Tris-
HCI) for 3 cycles of five minute and fixed in absolute ethanol. Slides were stained with
100 pL ethidium bromide (20 pug / ml). The analysis of 200 cells / animal was per-
formed in epifluorescence microscope with 40x magnification, 420-490 nm excitation
filter and 520 nm barrier filter. The presence of comets was given according to classifi-
cation as follows: (Class 0) undamaged cells showing no tail; (Class 1) cells with tail
cell size lower than the nucleoid diameter; (Class 2) cells with tail size 1-2 times the
nucleoid diameter and (Class 3) cells with tail size larger than twice the nucleoid diame-
ter. The score per group was determined from the sum of these damages times their
class.
2.4.2 Micronucleus test in peripheral blood

The technique used was based on Hayashi et al. (1990) and Oliveira et al.

(2009). About 20 pL of peripheral blood were collected by puncture of the tail vein and
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deposited on slide previously stained with acridine orange (1 mg / ml) and then covered
with coverslip. Samples were collected at three different times at 24 (T1), 48 (T2) and
72 (T3) hours after administration of saline, cyclophosphamide and EEM. Slides were
stored at -20 ° C for at least 15 days.

To assess the mutagenic potential, it was observed for each blade at each treat-
ment time (24h, 48h, and 72h), 2000 cells per animal regarding the presence of micro-
nuclei under epifluorescence microscope with 400x magnification equipped with excita-

tion filter of 420 nm and 490 nm and barrier filter of 520 nm.

2.4.3 Apoptotic Evaluation

Liver and kidney were macerated and 100 pL of this product were used in the
slide smear. The slide was fixed in Carnoy's solution for 5 min and submitted to a gradi-
ent of decreasing ethanol concentrations (95% -25%), washed with Mcllvaine buffer for
5 minutes and stained with acridine orange (0.01%, 5 minutes). Apoptotic cells were
identified by analysis of DNA fragmentation patterns according to Rovozzo and
Luginbuhl (1965) and Mauro et al. (2011). One thousand cells per animal were analyzed
under 400x magnification under epifluorescence microscope (Bioval model 2000A L)

equipped with excitation filter of 420-490 nm and barrier filter of 520 nm.

2.5. Statistical analysis
The results were expressed as mean + standard error of the mean. To compare
two groups, the "t" Student test was used. For non-parametric data, ANOVA followed

by Tukey test were used. A 5% significance level was adopted.

3. RESULTS
3.1 Analysis of extracts by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)

In the HPLC analysis (254.4 nm), EEM showed compounds compatible with
flavonoids (Figure 1A), with spectra in the ultraviolet region of compounds with reten-
tion time of 11.63 and 11.98 minutes (1B and 1C), being typical of flavonol-type flavo-
noid (Figure 1).
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Figure 1. Chromatographic profile of the ethanol extract of Echinodorus macrophyllus
leaves analyzed on HPLC-UV. Detection at 254 nm (A). Flavanol - UV spectra of peaks
with retention times of 11.63 minute (B) and 11.98 minutes (C).

3.2 Acute Toxicity

After the acute toxicity test with EEM at dose of 2000 mg / kg, no signs of tox-
icity or death of animals were observed either immediately after the experiment or dur-
ing the observation period. Fermale rats showed no behavioral change, in addition, wa-
ter and food consumption was not statistically different between control group and EEM
group, respectively. There was no statistical difference in relation to body weight and
organ weights between groups, being within the normal range. Macroscopic analysis

showed no changes in organs.

3.3 Biometric Parameters

The biometric parameter of groups showed no statistical difference between the
mean body weight values of mice at the beginning and end of the experiment. Compar-
ing the absolute and relative weights (Table 1), only spleen in the positive control group
treated with a single dose of cyclophosphamide (100 mg / kg) showed a statistically
lower weight (p <0.05) compared to the other groups. However, the experimental

groups with EEM were similar to the negative control group.
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Table 1: Absolute and relative weight of Swiss mice organs after the experiment.

EXIE;e:(i)I:;Isltal Heart (g) Liver (g) Kidneys (g) Lung (g) Spleen (g)
Absolute Weigth
Negative Control 0,22+0,012 2,33+0,08¢ 0,62+0,02: 0,28+0,012 0,19+0,02°
Positive Control 0,210,012 2,12+0,08¢ 0,62+0,02: 0,2940,01¢ 0,10£0,01»
500 mg/kg EEM 0,23+0,01» 2,16x0,120 0,63%0,03¢ 0,29+0,01¢ 0,20+0,01°
1000 mg/kg EEM 0,210,012 2,20+0,05¢ 0,63+0,03¢ 0,310,012 0,19+0,01°
2000 mg/kg EEM 0,22+0,01» 2,33+0,08¢ 0,64+0,02: 0,3240,01¢ 0,18+0,01°
Relative Weigth
Negative Control 0,005+0,0003* 0,05+0,002:  0,01+0,0005: 0,006+£0,0004: 0,004+0,0003°
Positive Control 0,005+0,0003=  0,05%0,002: 0,01+0,0007= 0,007+0,0005* 0,002+0,0002*
500 mg/kg EEM 0,005+0,0003* 0,05+0,003= 0,01+0,0005: 0,007£0,0003: 0,005£0,0002°
1000 mg/kg EEM 0,005+0,0003* 0,05+0,001*  0,01£0,0004* 0,007+0,0004:  0,004+0,0003°
2000 mg/kg EEM 0,005+0,0003* 0,05+0,002:  0,01+0,0004:  0,007+0,0005* 0,004+0,0002*P

Values expressed as meantstandard error; Different letters indicate statistically signifi-
cant difference (p <0.05; ANOVA / Tukey). EEM - E. marcrophyllus extract.

3.4 Comet assay

Table 2 shows the mean + standard error of the frequency of damaged cells after
24 hours (T1), 48 hours (T2) and 72h (T3) of treatment with EEM and distribution be-
tween DNA damage classes related to the comet assay in the peripheral blood of mice.
EEM caused no genotoxic damage in cells of groups receiving 500, 1000 and 2000 mg /
kg, once animals maintained their average values statistically similar to averages of the
negative control group and different from group treated with cyclophosphamide (p
<0.05). As expected, the positive control group showed DNA damage compared to

groups treated with EEM at different doses.
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Table 2: Damage frequency in 200 cells / animal by the comet assay in Swiss mice
orally treated with Echinodorus macrophyllus extract.

Experimental Celullar Damage Classes Score
Groups Damage
0 1 2 3
Negat.ol 14.1 +£0.932 85.9+0.93 8.9+0.97 52+1.22 0.0+0.0.0 19.3+1.942
Positive Control 85.7+1.27° 143+1.27 497+£2.61 29.7+293 6.3+1.22 128.0+£4.17°
SOO.M 19.4+2.15% 80.6+£2.15 12.3+2.02 6.0+ 1.42 1.1 +0.67 27.6 +3.24°
1000 mg/kg EEM 19.0+1.972 81.0+197 125+1.05 6.5+ 145 0.0 +0.00 26.3 + 3.40
2000 mg/kg EEM 16.5+2.59* 835+259 125+1.76 2.8+1.16 1.2+0.47 21.7 £3.75

Values expressed as meantstandard error; Different letters indicate statistically signifi-
cant difference (p <0.05; ANOVA / Tukey). Class O - no damage; Class 1 - comet tail
shorter than the nucleus diameter; Class 2 - comet tail once or twice larger than the nu-
cleus diameter; Class 3 - comet tail more than twice larger than the nucleus diameter;
EEM - E. marcrophyllus extract.

3.5 Micronucleus test

Table 3 shows the mean + standard error of the frequency of micronuclei in the
peripheral blood of mice. At time T1 (24 hours), all groups showed treated with E.
macrophyllus showed statistically different micronucleus frequency compared to nega-
tive control and positive control groups. However, the mean values of groups exposed
to EEM at different doses were close to negative control group, with maximum differ-
ence of 3.8. At times T2 (48 hours) and T3 (72 hours), exposure to EEM at different
doses (500, 1000 and 2000 mg / kg) only showed significant differences compared to
positive control. The positive control group (cyclophosphamide) at times T1, T2 and
T3, as expected, showed a significant increase in the average number of cells with mi-
cronuclei (p <0.05) compared to the other groups.

These data demonstrate that exposure to EEM at the doses tested after the obser-
vation period did not change the number of micronucleated polychromatic erythrocytes,

concluding that EEM has no mutagenic activity.
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Table 3: Micronuclei frequency in 2000 cells / animal of Swiss mice orally treated with
Echinodorus. macrophyllus extract.

GROUPS 24h (T1) 48 h(T2) 72h (T3)
Negative Control 5.8 + 0.322 5.8+ 0.414a 59+ 046 2
Positive Control 319 + 091c 30.4 £1.27b 26.1+1.76 b
500 mg/kg EEM 8.7 £ 0.86b 7.7 £1.232 7.0 £0.872
1000 mg/kg EEM 9.6 + 0.74b 8.2 +£0.592a 8.6 £0.682
2000 mg/kg EEM 9.3 + 0.47b 8.9+ 0.522 6.6 £0.54 @

Values expressed as meantstandard error; Different letters indicate statistically signifi-
cant difference (p <0.05; ANOVA / Tukey). EEM - E. marcrophyllus extract.

3.6 Apoptosis

The following groups: 500 mg / kg EEM, 1000 mg / kg EEM, 2000 mg / kg
EEM and negative control showed low frequency of apoptosis in liver and kidneys.
However, 1000 mg / kg EEM and 2000 mg / kg EEM groups were different from 500
mg / kg EEM and negative control groups in liver, while in kidney, only the group 2000
mg / kg EEM was different from the negative control. In the positive control (cyclo-
phosphamide), the frequency of apoptosis increased, with average of 57.4 £ 1.55 and
44.6 + 2.50 times in liver and kidneys, respectively, being statistically different (p
<0.05) from negative control, 500 mg / kg EEM 1000 mg / kg EEM and 2000 mg / kg
EEM (table 4).

Table 4: Frequency of apoptotic cells in the liver and kidneys of Swiss mice after ad-

ministration of Echinodorus microphyllus extract.

Experimental Groups Live Kidneys
Negative Control 20,2 + 0,902 20,1 +£0,782
Positive Control 57.4 +1,55€ 44,6 + 2,50
500 mg/kg EEM 20,7 + 1,39% 22,8 4+ 1,282
1000 mg/kg EEM 32,5+ 1,41° 23,3 0,982
2000 mg/kg EEM 31,5 + 1,61° 26,4 + 1,600

Values expressed as meantstandard error; Different letters indicate statistically signifi-
cant difference (p <0.05; ANOVA / Tukey). EEM - E. marcrophyllus extract.
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4. DISCUSSION

The HPLC results with regard to E. macrophyllus identified compounds of ul-
traviolet spectra spectra (UV) characteristic of flavonoids, corroborating the analysis of
standards proposed by Dourado (2008), where the identification of flavonoids showed
UV spectra similar to that found in our analysis. Flavonoids are widely found in fruits
and vegetables, with various pharmacological activities, which have the possibility of
inhibiting xanthine oxidase, have antioxidant, antibacterial and antiviral activities (Lin
et al., 2002), which justify the popular use of E. macrophyllus for various diseases and
with scientific evidence of its immunosuppressive (Pinto et al., 2007), anti-
inflammatory (Tanus-Rangel et al., 2010) and nephroprotective activities (Portella et al.
2012).

There are few works in literature on its toxicity (Lopes et al., 2000) and system-
atic toxicological studies are necessary to establish criteria for selecting a safe dose (de
Melo et al., 2011), because only pharmacological studies are insufficient to validate the
effect of the plant compounds (Reyes-Garcia, 2010).

According to our results, the acute administration of E. macrophyllus led to no
mortality, weight loss or clinical signs of toxicity, even after 48 hours of exposure, sug-
gesting that the lethal dose (LD50) is higher than 2000 mg / kg body weight, and ac-
cording to OECD guidelines (2008), it can be classified as Class 5 (substance with
LD50 higher than 2000 mg / kg and less than 5000 mg / kg).

Regarding biometric parameters, no change in body weight was observed, as
well as in the absolute and relative weights of organs (heart, lung, liver and kidneys). In
contrast, the spleen of animals from the positive control group showed reduced weight,
indicating organ hypoactivity, which was expected due to the adverse effects of cyclo-
phosphamide, being similar to results found by Navarro et al. (2014).

The comet assay assesses genotoxicity, which detects DNA damage produced by
chemical and physical agents and ensures safety and reliability, since the sensitivity to
assess damage to individual cells is accurate and comparable to other methods that as-
sess damage in a population of cells (Fairbairn et al, 1995; Tice et al, 2000). In this
sense, the results of analysis using the comet assay of E. macrophyllus showed no
genotoxic activity, indicating no DNA damage in the tested doses, results similar to
those obtained by Lopes et al. (2000), who studied the toxicological and genotoxic ef-
fects of E. macrophyllus using the aqueous extract of leaves in in vitro assays of

hepatoma cells and renal epithelial cells, and the extract showed no cytotoxicity. After 6
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weeks of continuous administration of lyophilized extract with respective doses of 3,
23, 297mg / kg and with crude extract (2200 mg / kg), SWISS mice showed no
genotoxic effects on liver, kidneys and blood cells, indicating that the dose for human
consumption was 23 mg / kg. Corroborating our results, it was demonstrated that at
doses of up to 2000 mg / kg body weight, E. macrophyllus showed no genotoxic or mu-
tagenic effects.

The micronucleus test is an important in vitro and in vivo biomarker widely used
in molecular epidemiology to assess cytogenetic damage in populations exposed to
genotoxic agents (Bonassi et al., 2007, Samanta and Dey, 2012), evaluating the muta-
genicity of any chemicals (Morita et al., 1997) using cells from rodents and fish (in vi-
vo) as well as various cell types (in vitro). Since plant extracts can induce the formation
of micronuclei during cell division through the clastogenic (result of chromosome frag-
ments obtained by breaks) or aneugenic action (results of whole chromosomes lost dur-
ing the process of cell division) (Salamone et al. 1980), the micronucleus test is often
used to quantitatively assess exposure to chemical or physical agents, being an im-
portant methodology recommended by research institutes in the toxicological genetics
area for the evaluation of a compound and its relationship in the development and / or
stimulating cancer activity (Krishna and Hayashi, 2000).

In the micronucleus test in the peripheral blood of E. macrophyllus, at T1, 500
mg / kg EEM, 1000 mg / kg EEM and 2000 mg / kg EEM groups showed averages of
micronuclei frequency significantly higher compared to the negative control group.
However, these statistical differences between negative control and experimental groups
were small and did not indicate mutagenicity. It was also observed that there was no
dose-dependent relationship and increased frequency of micronuclei, as group 1000 mg
/ kg group EEM obtained higher average micronucleus compared to group 2000 mg / kg
EEM. In addition, Navarro et al. (2014) assessed the mutagenic activity of synthetic
lipid 3-heptyl-3,4,6-trimethoxy-3H-isobenzofuran at doses of 10, 20 and 40 mg, and
along with negative control group, had average micronucleus values greater than those
found in 500 mg / kg EEM, 1000 mg / kg EEM and 2000 mg / kg EEM groups at T1 in
our study, and were not considered mutagenic. The same was observed in the work of
Oliveira et al. (2009), where glutamine at dose of 600 mg / kg also showed higher aver-
age micronucleus value, being classified as non-mutagenic, both studies were performed
with the same methodology of this study, which strengthens our results, demonstrating

that EEM has no mutagenicity, despite the statistical difference.
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At times T2 and T3, micronucleus frequencies decreased in all groups treated
with E. macrophyllus extract, being similar to the negative control.

The experimental groups showed no apoptosis events, since no DNA damage or
micronuclei frequency were observed, which confirms the lack of apoptotic events, be-
ing similar to the negative control group. However, the positive control group (cyclo-
phosphamide) caused an increase in the micronuclei frequency, despite the decreasing
trend throughout the experiment, indicating spleen hypoactivity after cyclophosphamide
administration. Furthermore, increased apoptosis frequency was also observed in liver
and kidney. In this case, the results of the negative control group were similar to those
obtained by Navarro et al (2014), who also evaluated the apoptotic effects of cyclo-
phosphamide.

Therefore, EEM did not increase the incidence of comets and did not increase
the number of micronucleated polychromatic erythrocytes at the end of the analysis,
showing that EEM was not genotoxic, mutagenic or apoptotic after observations with

the doses tested.

5. CONCLUSION

It was concluded that EEM showed no acute toxicity after exposure and that its
LD50 is greater than 2000 mg / kg with no genotoxicity, mutagenicity and frequency of
apoptotic cells at doses of 500, 1000 and 2000 mg / kg body weight.
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agree, your article will be transferred automatically on your behalf with no need to refor-
mat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal. More infor-
mation.
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Copyright - Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corre-
sponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for
resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete
an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights- As an author you (or your employer or institution) have certain rights to
reuse your work. More information.

Elsevier supports responsible sharing - Find out how you can share your research pub-
lished in Elsevier journals.

Role of the funding source - You are requested to identify who provided financial support
for the conduct of the research and/or preparation of the article and to briefly describe the
role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation
of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication.
If the funding source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies - Elsevier has established a number of agreements
with funding bodies which allow authors to comply with their funder's open access poli-
cies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open Access Publication Fee.
Details of existing agreements are available online.

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting ("' Public Access'') policy.
Elsevier facilitates author response to the NIH voluntary posting request (referred to as the
NIH "Public Access Policy"; see 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, 12 months after formal publication. Upon notification from Elsevier of ac-
ceptance, we will ask you to confirm via e-mail (by e-mailing us at
NIHauthorrequest@elsevier.com ) that your work has received NIH funding and that you
intend to respond to the NIH policy request, along with your NIH award number to facili-
tate processing. 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 formal publication. 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.

Open access - This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted re-
use.

* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their re-
search funder or institution.

Subscription -+ Articles are made available to subscribers as well as developing countries
and patient groups through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.
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Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY) - Lets others distribute and copy the article, cre-
ate extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or
from an article (such as a translation), include in a collective work (such as an anthology),
text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as they credit the au-
thor(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, and do not
modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND) - For non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collec-
tive work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do
not alter or modify the article.
The open access publication fee for this journal is USD 2600, excluding taxes. Learn more
about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access - Authors can share their research in a variety of different ways and
Elsevier has a number of green open access options available. We recommend authors see
our green open access page for further information. Authors can also self-archive their
manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository after
an embargo period. This is the version that has been accepted for publication and which
typically includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review
and in editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an appro-
priate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers be-
fore an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it
begins from the date the article is formally published online in its final and fully citable
form.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier  Publishing Campus - The Elsevier Publishing Campus
(www.publishingcampus.com) is an online platform offering free lectures, interactive
training and professional advice to support you in publishing your research. The College of
Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article and ex-
plains how editors will look at your paper when it is submitted for publication. Use these
resources, and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.
Language (usage and editing services) - Please write your text in good English (American
or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who feel their English
language manuscript may require editing to eliminate possible grammatical or spelling
errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English Language
Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission - Our online submission system guides you stepwise through the process of
entering your article details and uploading your files. The system converts your article files
to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are
required to typeset your article for final publication. All correspondence, including notifi-
cation of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Contact information:

Regulatory Toxicology and Pharmacology

Editorial Office

525 B Street, Suite 1900

San Diego, CA 92101-4495, USA
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Telephone: (619) 699-6275

Fax: (619) 699-6211

E-mail: rtp@elsevier.com

Experimental procedures - All animal experiments reported in submitted manuscripts
should be carried out in accordance with the official guidelines for experimental animal
treatment and reporting, as current in the countries where a reporting manuscript originat-
ed. Examples of these guidelines are the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986
and associated guidelines, the European Communities Council Directive of 24 November
1986 (86/609/EEC) or the National Institutes of Health guide for the care and use of La-
boratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). Authors should detail in the
manuscript how such guidelines have been followed.

Referees - Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential
referees. For more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right
to decide whether or not the suggested reviewers are used.

u Preparation

NEW SUBMISSIONS - Submission to this journal proceeds totally online and you will be
guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically
converts your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process.
As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript
as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word doc-
ument, in any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It
should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may
still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that indi-
vidual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.

References - There are no strict requirements on reference formatting at submission. Ref-
erences can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, vol-
ume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly en-
couraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct.

Formatting requirements - There are no strict formatting requirements but all manuscripts
must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example Ab-
stract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and
Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be
included in your initial submission for  peer  review purposes.
Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure the text of your paper is double-spaced and has consecutive line numbering—
this is an essential peer review requirement.

Figures and tables embedded in text - Please ensure the figures and the tables included in
the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bot-
tom or the top of the file.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software - Regardless of the file format of the original submission,
at revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of
the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on pro-
cessing the article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
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conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the
section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
‘erammar-check' functions of your word processor.

Article Structure - Preparation of Manuscript. - Authors of scientific reports should
make a point to validate whether the data measure what they claim to have measured or
whether they could be distorted by adventitious interferences. Authors should also provide
evidence that test and control conditions differ only on account of the experimental varia-
bles tested, or are not affected by spurious confounding conditions. Conclusions should
focus on the most probable explanation of results, but should also endeavor to point out
other less apparent but plausible conclusions. Submissions that are not scientific experi-
mental reports, such as policy positions and reviews, should strive for range, logical se-
quence, clarity, and well-articulated conclusions.

The popularity of Regulatory Toxicology and Pharmacology makes it necessary to severe-
ly limit authors' discussions and data presentations in their manuscripts. Because the scope
of environmental toxicology and pharmacology is so great, it is not possible to devote
many pages to a single issue.

Use generic names of chemicals whenever possible. Proprietary names and trademarks
should appear only to identify the source of the chemical, and subsequently only the gener-
ic name should be used. All abbreviations, other than those for standard units, should be
defined in text or in a footnote. Abbreviations should be unpunctuated.

Manuscripts should be double-spaced and use continuous line numbering throughout the
body of your manuscript only. Pages should be numbered consecutively and organized as
follows:

The title page (p. 1) should contain the article title, authors' names and complete affilia-
tions, footnotes to the title, and the address for manuscript correspondence (including e-
mail address and telephone and fax numbers). Separate word counts should be provided for
abstract, text, and references. A second page containing only the title of the paper should
be submitted if the authors wish to obtain a blind peer review.

The abstract (p. 2) must be a single paragraph that summarizes the main findings of the
paper in less than 200 words. After the abstract a list of up to 10 keywords that will be use-
ful for indexing or searching should be included.

Format. Flexibility of format is allowed, given the mix of multidisciplinary scientific re-
ports and of policy and review articles of interest to the journal. Clarity and brevity will be
preferred.

Subdivision - numbered sections - Divide your article into clearly defined and numbered
sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract
is not included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line.

Introduction - State the objectives of the work and provide an adequate background,
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods - Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced.
Methods already published should be indicated by a reference: only relevant modifications
should be described.

Theory/calculation - A Theory section should extend, not repeat, the background to the
article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In
contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.
Results - Results should be clear and concise.
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Discussion - This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions - The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Dis-
cussion section.

Appendices - If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc.
Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq.
(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affili-
ations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the arti-
cle was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually
did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals
are used for such footnotes.

Abstract - A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be
defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should be fewer than 200 words.

Graphical abstract - Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it
draws more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the
contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a
wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328
pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm
using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS
Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.
Authors can make use of Elsevier's [llustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration
Service.

Highlights - Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted in a sepa-
rate file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and in-
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clude 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, or, maximum 20
words per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords - Provide up to 10 keywords.

Abbreviations - Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be
placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the ab-
stract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure con-
sistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements - Collate acknowledgements in a separate section at the end of the
article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a foot-
note to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the re-
search (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
Formatting of funding sources - List funding sources in this standard way to facilitate
compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
XXxX, yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, com-
mercial, or not-for-profit sectors.

Footnotes - Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout
the article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present
the footnotes themselves separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats - Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized,
please 'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'. TIFF (or
JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF
(or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combina-
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tions bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolu-
tion is too low.

* Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork - Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no addi-
tional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other
sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your prefer-
ence for color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic
artwork.

Figure captions - Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a
brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
Tables - Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed ei-
ther next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in
them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical
rules.

References - References should be cited in the text by the first author's surname followed
by et al. If only two authors are listed, both names should be cited. References should be
listed alphabetically by name. Journal names should follow the style of the latest edition of
the Chemical Abstracts Service Source Index. Only articles that have been published or are
in press should be included in the references. Unpublished results or personal communica-
tions should be cited as such in the text.

Gerrity, T.R., Henry, C.J., 1990. Principles of Route-to-Route Extrapolation for Risk As-
sessment. Elsevier, New York.

LaPuma, P.T., Brain S. Rhodes, B.S., 2002. Chromate content versus particle size for air-
craft paints. Regul. Toxicol. Pharmacol. 36, 318-324.

Mettam, O.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.B., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Citation in text - Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference
list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list
they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitu-
tion of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'.
Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.
Reference links -
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
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year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful
as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full
citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed
never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example
of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M.,
James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles
slab  beneath  northeastern = Venezuela. Journal of Geophysical Research,
http://dx.doi.org/10.1029/2001JB000884i. Please note the format of such citations should
be in the same style as all other references in the paper.

Web references - As a minimum, the full URL should be given and the date when the ref-
erence was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be in-
cluded in the reference list.

References in a special issue - Please ensure that the words 'this issue' are added to any
references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Is-
sue.

Reference management software - Most Elsevier journals have their reference template
available in many of the most popular reference management software products. These
include all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley and
Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, au-
thors only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after
which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If
no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample refer-
ences and citations as shown in this Guide.Users of Mendeley Desktop can easily install
the reference style for this journal by clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/regulatory-toxicology-and-pharmacology
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting - There are no strict requirements on reference formatting at submis-
sion. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where ap-
plicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publi-
cation, volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is
highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style - Text: All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year
of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publica-
tion.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed
first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer
et al. (2010) have recently shown ....'
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List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologi-
cally if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must
be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific arti-
cle. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc.,
New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed
13.03.03).

Journal abbreviations source - Journal names should be abbreviated according to the List
of Title Word Abbreviations.

Submission checklist - The following list will be useful during the final checking of an
article prior to sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors
for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (includ-
ing the Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

For any further information please visit our Support Center.

u After Acceptance

Online proof correction - Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our
online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environ-
ment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on fig-
ures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections, elimi-
nating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alterna-
tive methods to the online version and PDF.
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We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proof-
reading is solely your responsibility.

Offprints - The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link
providing 50 days free access to the final published version of the article on ScienceDirect.
The Share Link can be used for sharing the article via any communication channel, includ-
ing email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the oft-
print order form which is sent once the article is accepted for publication. Both correspond-
ing and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding
authors who have published their article open access do not receive a Share Link as their
final published version of the article is available open access on ScienceDirect and can be
shared through the article DOI link.
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5.3 Valores de referéncia para parametros bioquimicos em ratos

Parametros bioquimicos séricos de ratos machos Wistar adultos encontrados em outros
estudos.

Parametros (unid.) Dantas et al Centro de Laboratorio  Melo ef al.

(20006) Bioterismo Charles Ri- (2012)
da FMUSP ver (2008)
(2008)
AST (U/L) 81 11,7 129,0 — 148,1 18 —45 131,7
23,09

ALT (U/L) 51+123 114,0 —290,8 74 — 143 48,4 + 6,46
Colesterol (mg/dL) 87 £ 18,1 98,9 -110,1 37-85 67,4 £8,72
Triglicerideos 82 +247 110 -174,8 20-114 89,9 +£29,16
(mg/dL)
Creatinina (mg/dL) 0,5+0,07 0,3-0,6 0,2-0,5 0,5 +0,05
Uréia (mg/dL) 48 £7,6 41,0 -44,6 12,3 -24,6 359 +3,58

Acido Urico (mg/dL) 1,34+ 0,23* 1,4+0,3%%* 1,640,1%** 3 24(,]15%**

*Hua et al. (2012) ** Rodrigues et al. (2006)*** Chen et al. (2011)

Parametros bioquimicos urindrios de ratos machos Wistar adultos encontrados em outros
estudos.

Parametros (unid.) Hua et al Hu et al. (2010) Zhang et al.
(2012) (2012)

Acido Urico (mg/dL) 32,73 +5,53 75,81 + 5,74 8,72 £ 0,39
FEUA 20.47+1,61 16,41 + 0,35 X-X-X

BUN 20,47 + 1,61 X-X 11,70 + 0,20
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5.4.Cépia do parecer do comité de ética e pesquisa

& 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, 06 de agosto de 2014.
Senhor Pesquisador:
Marcio Eduardo de Barros

O Projeto de sua responsabilidade — Protocolo n°. 015/2014 -

CEUA/UFGD - intitulado “Efeito do extrato de Echinodorus macrophyllus
sobre a hiperuricemia induzida em ratos” foi integralmente APROVADO e
podera ser conduzido.

Ressaltamos que € de responsabilidade do (a) pesquisador (a) envio
de notificacdo a CEUA sobre o término do projeto.

oy eliven. Vg2 ftpulnCen

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFGD — Rua Jodo Rosa Gdes, 1761 — Vila
Progresso.
Dourados/MS. E-mail: ceua@ufgd.edu.br
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Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais

7 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, 11 de dezembro de 2014.

Senhor Pesquisador:
Marcio Eduardo de Barros

O Projeto de sua responsabilidade — Protocolo n°. 015/2014 — CEUA/UFGD - intitulado
“Efeito do extrato de Echinodorus macrophyllus sobre a hiperuricemia induzida em
ratos e seu efeito toxicolégico” teve sua solicitude de incluir a este protocolo os testes de
Toxicidade Aguda, Subaguda, Ensaios do Micronticleo em Sangue Periférico e Cometa,
APROVADO e podera ser conduzido.

Ressaltamos que € de responsabilidade do (a) pesquisador (a) envio de notificacdo a CEUA
sobre o término do projeto.

Melissa Negrao Sepulvida-Coordenadora CEUA
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5.5. Estudos antimicrobianos

Metodologia

Avaliacio da atividade antimicobacteriana

A CIM (concentracdo inibitéria minima) foi determinada em ensaio de microdiluicdo em
caldo. A microdilui¢do foi baseada nos procedimentos adotados de acordo com a Norma
Aprovada na Oitava Edi¢ao da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), 2009
[1]

Os micro-organismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratério de Pesqui-
sa de Ciéncias da Sadde (LPCS) da Universidade Federal da Grande Dourados. O EEM foi
testado frente aos micro-organismos patégenos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonela sp (ATCC 13076), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), e Candida albicans (ATCC 90028). Antes dos ensaios, as linhagens foram
cultivadas a 35°C por 24 horas em Brain Heart Infusion Broth — BHI (HIMEDIA
Laboratories).

Utilizou um inéculo de 100 uL de cada linhagem, com uma concentracio de 10° UFC/mL
em placas de microtitulagdo com 96 pogos. Em cada po¢o com as respectivas linhagens foi
adicionado 100 uL de cada extrato, o qual foi diluido e as concentragdes finais variaram de
1000 — 7,8 ug/mL. Para os controles foram utilizados os antibidticos padrao Tetraciclina,
Meropenem e o antifingico Fluconazol. Também foi feito um controle do solvente tween
20, controle negativo (contendo somente meio de cultura) e controle positivo testando a
suspensao bacteriana.

As CIMs foram registradas como as menores concentragdes para a inibi¢do do crescimen-
to. Para evidencia-la, preparou-se uma solucdo indicadora de resazurina sédica em dgua
destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apds a incubagdo, 20 uL. da solucao indi-

cadora foram adicionados em cada cavidade, sendo as mesmas incubadas por 1 hora a
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temperatura ambiente [2]O ensaio antibacteriano foi realizado em duplicata e os resultados

expressos como média das repeticdes[3]

Resultados

Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados da CIM do EEM através da técnica da microdiluicdo demonstrou que para as
bactérias Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa e para o fungo Candida albicans, o
EEM néo apresentou atividade nas dosagens testadas, enquanto que para as espécie Staph-
yvlococcus aureus e Escherischia coli apresentou atividade inibitéria moderada na concen-

tracao de 500 ug/mL.

Discussao

Como a tendéncia do aumento da resisténcia ao tratamento com antibidticos € considerada
um problema de satide publica[4], a medicina tradicional tem sido uma forma alternativa
para combater as bactérias e o que reafirma a necessidade de investigar a atividade
antimicrobiana das plantas medicinais[S]. Além disso, a presenca de flavondides das
plantas apresentam efeitos antimicrobianos, sendo detectados no estudo de Oliveira et al[6]
onde as folhas da Leonotis Nepetifolia L, popularmente conhecida no Brasil como "cordao-
de-frade", contém elevado teor de flavondides com potente atividade antibacteriana. Outra
pesquisa com flavondides como a chrysin, a mesma demonstrou atividade bacteriostatica
contra diferentes bactérias Gram negativas, tais como: Echerichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, e nos flavonodides luteolina, lucenin, apgenina, saponarin e vitexina foi
demonstrado eficdcia contra as bactérias Gram negativas Enterobacter cloacae, klebsilla
pneumonia, Proteus mirabilis, Echerichia coli e Proteus vulgaris [7]. Além do que, os
flavondides apresentam comportamento sinérgico e aditivo em combinacdo com outros

agentes microbianos [8]. Nos testes de atividade inibitdria frente a micro-organismos, deste
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estudo, o EEM teve acdo moderada (500 ug/mL)[9, 10] frente as bactérias Echerichia coli

e Staphylococcus aureus, assemelhando-se ao estudo de Vidal ef al [11]que demonstraram

moderada atividade antimicrobiana do extrato liofilizado do EEM para as culturas de

Echerichia coli.

Conclusao

Conclui-se que o EEM possui atividade antimicrobiana in vitro, moderada para as bactérias

Echerichia coli e Sthaphylococcus aureus.

10
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Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI. Methods for dilution
Antimicrobial Susceptibility tests for bacteria that Grow Aerobically 2009: 29.
Javadpour MM, Juban MM, Lo WC, et al. De novo antimicrobial peptides with low
mammalian cell toxicity. J] Med Chem 1996;39(16):3107-13.

Palomino, J. C.; Martin, A.; Camacho, M.; Guerra, H.; Swings, J.; Portaels, F.;
Antimicrob. Agents Chemother 2002; 46:2720.

Davison HC, Low JC, Woolhouse ME. What is antibiotic resistance and how can
we measure it? Trends Microbiol 2000;8(12):554-9.

Taylor PW. Alternative natural sources for a new generation of antibacterial agents.
Int J Antimicrob Agents 2013;42(3):195-201.
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