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DETERMINA(;AO DA TOXICIDADE PELA TINTURA DE ERVA-DE- SANTA-MARIA
(Chenopodium ambrosioides ) EM CAMUNDONGOS (Mus musculus )
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Resumo - Camundongos da espécie Mus musculus, foram divididos em trés grupos de 13 animais, 0s
grupos 1 e 2 receberam, respectivamente, preparacfes via dérmica de 5% e 10% da tintura de erva-de-
santa-maria (Chenopodium ambrosioides) e o grupo controle recebeu alcool etilico 70% no mesmo volume
do grupo experimento. A coleta de material para exames hematoldgicos e histopatoldgicos foi feita em 15%
dos camundongos de cada caixa com 0, 18 e 28 dias. Dentre os resultados obtidos com os exames
hematoldgicos verificou-se uma tendéncia a leucocitose com neutropenia nos animais tratados e no término
houve tendéncia a eosinofilia nesses animais. Os exames histopatolégicos de camundongos que receberam
tintura de erva-de-santa-maria evidenciaram algumas caracteristicas de intoxicagdo, como a degeneragéo
hepatica e degeneragdo renal, sendo também encontrado infiltrado mononuclear na pele. Como as
alteracdes observadas ndo ocorrem unicamente em intoxicacbes e ndo foram exclusivas ao grupo
experimento, conclui-se que, com as doses utilizadas, a tintura de erva-de-santa-maria ndo teve acgéo

toxica.
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Introducéo

O Brasil tem uma vasta biodiversidade,
conhecimento popular, ciéncia e tecnologia. Todos
esses fatores levaram ao aumento do interesse
nacional pela fitoterapia. As plantas medicinais e
seus constituintes ativos s8o considerados
recursos promissores em esquemas terapéuticos.
A erva-de-santa-maria (Chenopodium
ambrosioides) por exemplo, € uma das plantas
usadas na fitoterapia, sendo utilizada
principalmente  como: vermifugo, laxativo,
diurético, cicatrizante e também ha relatos de sua
aplicacdo no tratamento de lesbes cuténeas
causadas por Leishmania (Viannia) braziliensis
(FRANCA, 1996).

Existem varios principios ativos na erva-de-
santa-maria, sendo o ascaridol o principal
causador do efeito toxico. Cerca de 90% do
ascaridol presente na erva, encontra-se nas
sementes, folhas e no caule, que sédo as partes
mais utilizadas da planta nas preparacdes
populares (SANTOS & CORREA, 2006). No
entanto, dependendo da forma de extragdo dos
principios ativos da erva-de-santa-maria e de sua
administragcdo, essa concentracdo altera-se, assim
como seus efeitos toxicos.

Com relacdo ao uso e posologia da erva-de-
santa-maria, séo necessarias algumas
precaucdes, pois apesar de ser uma planta muito
utilizada na medicina alternativa, em altas doses

ela pode causar efeitos colaterais como irritacdo
na pele e mucosas, cefaléia, danos ao figado e ao
rim, colapso circulatério e até a morte (MEIRA,
2004).

Considerando o0s possiveis danos causados
pelo uso de erva-de-santa-maria, objetivou-se a
determinacéo da DLs, da tintura desta planta, pois
esta € uma medida usada para se avaliar a
toxicidade de um composto quimico. Este trabalho
ainda visou minimizar seus efeitos colaterais
através da utilizacao racional por meio de doses
conhecidas, com o intuito de tornar seguro o seu
uso para populagéo.

Metodologia

O experimento foi realizado no Centro de
Ciéncia Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo (CCA-UFES). Os animais para a
realizacdo desse ensaio foram camundongos da
espécie Mus musculus, da linhagem BALBI/C,
provenientes do Instituto Biolégico do Espirito
Santo (IBES).

A preparacao do p6 da erva-de-santa-maria foi
feita no laboratorio de Fitoquimica do CCA-UFES.
A planta inteira de C. ambrosioides foi coletada no
municipio de Alegre-ES e seca a 40 °C em estufa.
ApoOs seca, a planta foi moida até obter-se um fino
po, que foi armazenado em recipientes de vidro
ambar. Apés sete dias de imerséo do pé em alcool
etilico 70%, filtrou-se 0 mesmo em tecido de voil.
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Assim obteve-se a tintura, que foi utilizada dentro
de, no maximo, duas horas apés o processo de
extracao.

A separacdo dos animais entre 0s seus
respectivos grupos obedeceu a indicagao de Larini
(1997), o qual diz que para a realizacdo de um
ensaio toxicolégico crénico em curto prazo séo
necessarios no minimo dez animais. A divisdo dos
animais foi feita em trés grupos de 13 animais,
totalizando 39 animais, que foram alojados em
caixas de polipropileno forradas com maravalha.
Para os grupos 1 e 2 foram testadas dosagens da
tintura em diferentes concentragées, ja o grupo 3
foi o controle. Todos os camundongos receberam
alimentacdo e agua ad libitum. Segue abaixo a
descri¢do dos grupos.

Grupo 1 (fémeas) — A tintura na concentragcéo
de 5% foi administrada, por via dérmica na regido
dorsal tricotomizada com tesoura, utilizando-se
uma gaze umedecida em 1mL de tintura. A
obtencdo da concentracao de 5% foi a partir da
diluicdo de cinco gramas do p6 da erva-de-santa-
maria inteira em 100mL de alcool etilico 70%.

Grupo 2 (machos) — A tintura na concentracéo
de 10% também foi administrada, por via dérmica,
da mesma forma que o grupo 1, porém sua
obtencéo foi a partir da diluicdo de dez gramas do
pé da erva-de-santa-maria inteira em 100mL de
alcool etilico 70%.

Grupo 3 (machos) — Controle — Neste grupo
administrou-se apenas alcool etilico 70% via
dérmica, seguindo o mesmo procedimento dos
grupos 1 e 2.

O periodo de intoxicacdo foi de 28 dias,
classificando o trabalho como uma intoxicacéo
crdnica em curto prazo (Directiva 94/79/CE; 1994).
Durante esse tempo estabeleceu-se uma conduta
de coleta de sangue do plexo retro-orbital e
eutanasia humanitaria com éter sulfirico para
coleta do figado, rins e regido da pele que recebia
aplicagdo diaria da tintura ou alcool 70%. Esta

conduta foi implementada para posterior
realizacdo dos exames hematolégicos e
histopatoldgicos, identificando possiveis

alteracdes  decorrentes do
intoxicacao.

Apés uma semana de adaptacdo dos
camundongos ao novo ambiente, foi iniciada a
conduta de coleta de material para exames em
15% dos camundongos de cada grupo, sendo o
mesmo processo repetido aos 18 e aos 28 dias de
experimento.

A obtencado do hematécrito foi feita pela técnica
manual de microhematdcrito. Na contagem
diferencial de leucdcitos utilizou-se o kit Pandtico
rapido para coloracdo, e microscépio de luz com
objetiva de imersdo (aumento de 100x) para
visualizacdo. Ambas técnicas seguiram a
metodologia do laboratério de patologia do
Hospital Veterinario do CCA-UFES.

processo de
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Os orgéos coletados para exame
histopatoldgico passaram por um processo de
confeccdo das laminas com posterior coloracéo
pela técnica de eosina-hematoxilina. Em seguida
as laminas foram lidas em microscopio de luz, com
objetiva de aumento de 10x e 20x.

Resultados

Durante o periodo de intoxicacdo crbnica em
curto prazo, todos os animais apresentaram um
leve prurido na regido dorsal, onde foi aplicada a
tintura, sendo este mais intenso nos Ultimos dez
dias de experimento.

Os graficos a seguir demonstram as variagbes
na contagem diferencial de leucdcitos dos animais
intoxicados com tintura de erva-de-santa-maria.
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FIGURA 1 - Achados hematol6égicos de

camundongos obtidos antes do inicio da
intoxicacdo com erva-de-santa-maria.

Observando-se a figura 2 e comparando o0s
respectivos grupos com os da figura 1, percebe-se
qgue todos os grupos apresentaram seus valores
de linfécitos aumentados.
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FIGURA 2 - Achados hematolégicos de

camundongos apés 18 dias de intoxicagdo com
erva-de-santa-maria.

XII Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica e

VIII Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdo — Universidade do Vale do Paraiba



XIIINIC

A partir da visualizacdo da figura 3, quando se
compara seus valores com a figura 1 e 2, percebe-
se que ocorreu um aumento de eosinéfilos em
todos 0s grupos.

100
8 @ Bastdes
® 80
= B Segmentados
& 60 L
8 B Linfécitos
c O i .
ou> 4 O Eosindfilos
g 201 O Mondcitos
g 0- " O Policromasia

Qo'\/ Qo‘l/ \o\z B Basdfilos
C,;& 0\0 006‘ O Hematdcrito
FIGURA 3 - Achados hematoldgicos de

camundongos apés 28 dias de intoxicacdo com
erva-de-santa-maria.

Os exames histopatoldgicos estdo com seus
resultados dispostos nas tabelas 1, 2 e 3. Os
grupos apés uma semana de adaptacdo ao novo
ambiente estdo representados por um asterisco
(*); os grupos com 18 dias de intoxicacdo, por dois
asteriscos (**); os grupos com 28 dias de
intoxicacdo, por trés asteriscos (***).

A intensidade que foi observada cada
alteracdo esta definida como discreta (+),
moderada (++), intensa (+++), ou ausente (------ ).

Quanto as alteracdes hepéticas (Tabela 1),
todos os grupos apresentaram congestdo e
inflamacg&o, em diferentes intensidades e durante
todo o periodo de intoxicagao. Percebe-se, porém,
gque a congestdo foi observada com uma
intensidade maior no periodo final do experimento.

TABELA 1 — AlteracBes encontradas nas amostras
de parénquima hepatico de camundongos
coletadas durante intoxicacao com tintura de erva-
de-santa-maria.
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degeneracdo tubular sé apresentou-se em cinco
grupos, incluindo o grupo controle e o grupo 1
antes do inicio da intoxicacgao.

TABELA 2 — Altera¢gBes encontradas nas amostras
de parénquima renal de camundongos coletadas
durante intoxicacdo com tintura de erva-de-santa-
maria.

Degeneracédo Liquido

Grupos Congestéo tubular no
espago
de
Bowman
Controle* ++ e ++
1* ++ e —
2* e
Controle** e —
1** + + -
2% e
Controle*** +++ + e
qrx* ++ e e
2%** T

As alteracdes na pele observadas estédo
descritas na tabela 3.

TABELA 3 — Altera¢cBes encontradas nas amostras
de pele de camundongos coletadas durante
intoxicacdo com tintura de erva-de-santa-maria.

Grupos Congestdo Infiltrado Degeneracédo
Inflamatério
Controle* + +++ +
1* ++ ++ +
2% + + e
Controle** + L
gl + ++ -
P ++ + ++
Controle*** ++ + e
qixkx ++ + +
XS ++ + +

O resultado histopatolégico do tecido renal
demonstrado na tabela 2 revelou a existéncia de
congestdo em todos 0s grupos. Porém a

Hemorragia Infiltrado Congestéo
Grupos dern_u_a mononuclear dern_u_a
superficial superficial
Controle* + e +
e L
2% . mmeee e
Controle** - e e
1** + ++ -
2% ++ + -
Controle***  —-eee e e
1*** 4+ mmmeee ammea
DFxK + O
Discusséao

A visualizacdo de prurido nos camundongos
intoxicados com tintura de erva-de-santa-maria
pode ser justificada pela presenca de alcool etilico
na solucdo, pois alcoois séo irritantes a pele
(PAGNONCELLI, et al; 2006). Porém ndo ha
relatos do &lcool etilico causar qualquer tipo de
irritacdo dérmica, quando na concentracdo de
70:30, sendo, inclusive, autorizado pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) seu uso
como antisséptico topico.

Os resultados hematoldgicos obtidos foram
comparados com o0s valores de normalidade
citados por Quesenberry, et al. (1997),
demonstrados na tabela 4.
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TABELA 4 — Parametros hematolégicos de
normalidade para camundongos referenciados por
Quesenberry et.al (1997).

Parametros Camundongo
Ht (%) 37— 46
Neutrofilos

segmentados (%) 10-40
Linfocitos (%) 55-95

Eosindfilos (%) 0-4
Mondcitos (%) 0,1-35
Basofilos (%) 0,03

Como se pode notar a partir da observacéo da
figura 1 e 2, todos os grupos apresentaram valores
dentro da normalidade, exceto com relacdo ao
namero de mondcitos, que foi acima do normal de
acordo com os valores apresentados na tabela 4;
ja na figura 3 observa-se que apenas o grupo 1
ndo manteve a monocitose. A presenca de
monocitose, mesmo antes do inicio da intoxicacéo,
e a permanéncia dos valores hematolégicos
dentro dos padrBes normais comprovam que 0O
ensaio toxicolégico nao interferiu nos mesmos.

De acordo com Coelho (2002) e Thomson
(1983), algumas alteracbes podem estar
relacionadas a processos isquémicos/toxémicos, a
septicemia ou hipdxia, dentre elas a congestéo e a
degeneracdo celular. A congestdo hepética,
epecificamente, também pode ocorrer em casos
de metamorfose gordurosa e hiperemia passiva
cronica do figado. Com relacdo a presenca de
infiltrado inflamat6ério no parénquima hepatico,
esta alteracdo pode desenvolver devido a uma
hepatite toxica, mas também existe a causa viral.
Portanto essas alteracbes podem nao ter relacao
com a intoxicagdo por tintura de erva-de-santa-
maria.

A degeneracdo tubular foi encontrada em
apenas trés amostras, uma delas do grupo
controle (Tabela 2), sendo possivelmente causada
por fatores individuais. A congestao observada em
todos os grupos também indica ndo ser uma
reacdo a tintura de erva-de-santa-maria.

Na pele, antes da aplicacdo da tintura de C.
ambrosioides foi feita uma tricotomia. Neste
procedimento, por vezes, ocorrem escoriagdes
justificando, portanto, a presenca de hemorragia
superficial e dermatite em alguns camundongos.

Concluséao

A DLs; ndo foi encontrada neste ensaio
toxicologico, sendo necessario a realizagdo de
maiores estudos para tal, porém os exames
histopatoldgicos de camundongos que receberam
tintura de erva-de-santa-maria
evidenciaram degeneracdo hepética, renal e
dermatite crdnica inespecifica na pele, o que pode
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sugerir quadro de intoxicacdo. No entanto, as
alteracdes observadas nos animais ndo ocorrem
unicamente em casos de intoxica¢gfes e ndo foram
exclusivas ao grupo experimento, concluindo-se
gue, com as doses utilizadas, a tintura de erva-de-
santa-maria ndo teve acao toxica.
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