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RESUMO

A fitopreparacdo popular a base de leite de janaguba (Himatanthus drasticus)
(FPLJ) é utilizada no nordeste brasileiro para o tratamento de cancer de
pulmdo, cancer linfatico, vermes intestinais, febre e Ulceras gastricas.
Entretanto, poucos estudos suportam o uso desta fitopreparacdo para tais fins.
No que se refere a estudos toxicoldégicos nenhuma investigacéo foi realizada.
Os estudos toxicolégicos, tradicionalmente utilizam modelos murinos, porém a
crescente pressdo dos grupos de defesa dos animais, comités de ética e
elevado custo tem dificultado o uso destes animais. Sendo assim, novos
modelos animais vém sendo empregados nestes estudos, um deles € o
zebrafish (Danio rerio). Portanto, o objetivo deste trabalho, foi estudar a
toxicidade aguda da FPLJ sobre modelo de zebrafish. Foram determinadas: a)
concentracéo letal para 50% (CLso); b) os efeitos sobre o comportamento; c) os
efeitos da administracdo aguda da FPLJ (48 horas) nas concentra¢cdes (500,
750, 1000 e 1500 ug/mL), sobre os parametros histopatol6gicos das branquias,
rins e figado. A ClLsg da FPLJ foi de 1188,54 ug/mL, sendo que as
concentragdes de 500 e 750 ug/mL n&o provocaram mortes. O comportamento
foi afetado em maior escala pelas duas maiores concentracfes da FPLJ. As
concentragbes de 1000 e 1500 pg/mL, provocaram maiores danos ao tecido
branquial, porém nenhuma concentracdo foi capaz de ocasionar danos
segundo o valor médio de alteracdo (VMA). No figado as concentracdes de
1000 e 1500 ug/mL, causaram alto indice de alteracdes histolégicas, com VMA
compativel com alteracdes de leve a moderadas. Os rins apresentaram
maiores alteracdes significativas com os tratamentos nas concentracdes de
750, 1000 e 1500 pg/mL, tendo VMA indicando alteracdes de leve a moderadas
nestas concentracdes. A partir desses resultados e com base no contéudo de
soOlidos da FPLJ que foi de 1,85%, a CLsp equivale a dose de 475 mg/kg. De
acordo com a indicacédo popular, que € de 6 colheres de sopa/dia, é possivel
inferir que apenas 0,5 gramas de principio ativo sao ingeridas por um usuario
adulto por dia, correspondendo a dose de 7,14 mg/kg, sendo muito distante da
dose letal, e das doses que produziram les6es histopatoldgicas, sugerindo a
baixa toxicidade da FPLJ.

Palavras-chave: Danio rerio, modelo zebrafish, Himatanthus drasticus,
toxicidade, histopatologia.



ABSTRACT

“Leite de Janaguba” (Himatanthus drasticus) (FPLJ) is a popular fitopreparation
used in northeastern Brazil to treatment of lung cancer, lymphatic cancer,
intestinal worms, fever, and stomach ulcers. However, few studies support the
use of this fitopreparation. Despite this use no toxicological studies was
performed. Toxicological studies, traditionally usie murine models, but the
increasing pressure from animal rights groups, ethics committees and high cost
has hindered the use of these animals. Thus, new animal models have been
used in these studies, one of them is the zebrafish (Danio rerio). Therefore, the
aim of this work was to study the acute toxicity of FPLJ on zebrafish model.
Were determined: a) lethal concentration to 50% (LC50); b) the effects on
behavior; c) the effects of acute administration of FPLJ (48 hours) in the
concentrations (500, 750, 1000 and 1500 ug / ml) on the histopathological
parameters of the gills, kidneys and liver. The LC50 FPLJ was 1188.54 mg / ml,
with concentrations of 500 and 750 ug / ml did not cause death. The behavior
was affected on a larger scale by the two largest concentrations of FPLJ. The
concentrations of 1000 and 1500 mg / ml, caused major damage to the gill
tissue, but neither concentration was capable of causing damage in the median
value change (VMA). In Liver concentrations of 1000 and 1500 mg /ml caused
high rate of histological changes, with VMA compatible with mild to moderate
changes. The kidneys showed higher significant alterations at concentrations of
750, 1000 and 1500 mg / mL, and VMA indicated mild to moderate changes in
these concentrations. From these results and based on the content of solids
FPLJ which was 1.85%, the LC50 is equivalent to a dose of 475 mg / kg.
According to the popular statement, which is 6 tablespoons / day, it can be
inferred that only 0.5 grams of active ingredient are ingested by an adult per
day, corresponding to a dose of 7.14 mg / kg, far from lethal dose, and the
doses that produced histopathological lesions, suggesting low toxicity FPLJ

Keywords: Danio rerio, Himatanthus drasticus, toxicity, histopathology,
zebrafish model.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais de grandes proporcdes seus 8,5 milhdes de km?
ocupam quase metade da América do Sul e possui diversas zonas climéaticas-
como o trépico umido no norte, o semiarido no nordeste e areas temperadas no
sul. Evidentemente, estas diferencas climaticas levam a grandes variacdes
ecoldgicas, formando zonas biogeograficas ou biomas distintos, que possuem
espécies vegetais muito diversificadas.

A medicina popular no Brasil é beneficiada com esta grande diversidade
natural. Sendo assim, em todas as regifes do pais existem inUmeras formas de
tratar as mais diversas patologias, utilizando produtos vegetais. O uso dessa
fonte se baseia no conhecimento popular. No nordeste e também no norte, por
exemplo, a fitopreparacéo popular a base de leite de Janaguba (Himatanthus
drasticus, Plumel 1990) (FPLJ), ou simplesmente leite de Janaguba, € um
exemplo de produto natural utilizado pela medicina popular.

A maioria dos produtos naturais usados na medicina popular carece de
investigacdes que possam esclarecer seu mecanismo de acdo e assegurar o
seu uso. A FPLJ ndo possui estudos toxicol6gicos que possam mensurar seus
possiveis danos a saude humana.

Os estudos biomédicos, principalmente voltados a toxicologia,
atualmente buscam diminuir o nimero de animais de laborat6rio em especial
mamiferos (ratos e camundongos). Esta tendéncia vem sendo adotada devido
a grande pressao dos comités de ética e de 6rgados de protecdo de animais,
que cada vez mais restringem o uso de mamiferos.

A busca por modelos experimentais mais baratos, rapidos e de alta
eficiéncia estatistica, também estimulam a procura por outros animais que
possam servir de modelo. A mosca Drosophila melanogaster ja foi utilizada
como modelo experimental alternativo, porém mostra-se distante
geneticamente dos mamiferos. Entretanto, o zebrafish (ZF) € o exemplo mais
notavel de modelo experimental alternativo de grande sucesso.

O ZF entdo vem sendo adotado como modelo experimental para a
redugcdo do uso de mamiferos. Este peixe possui larga utilizacdo pela
comunidade cientifica, tendo grande numero de artigos citando-o anualmente.

Além disso, diversas caracteristicas relacionadas ao seu ciclo de vida,
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reproducdo, semelhanca genética aos humanos, e o0 custo barato de
manutengao, estimulam o uso do ZF como modelo experimental.

Apesar das diversas vantagens do modelo ZF este também possui
desvantagens. Uma delas é que os testes realizados em ZF necessitam de
experimentos adicionais em outros modelos para ser diretamente
correlacionados aos seres humanos.

A partir dessas consideragOes prop0s-se pesquisar 0 seguinte problema:
A utilizacdo de diferentes concentracdes da FPLJ promovem toxicidade aguda
em D. rerio? Neste contexto foi possivel formular as seguintes hipéteses: Ho.
As diferentes concentracées da FPLJ ndo sdo capazes de provocar efeitos
toxicos decorrentes da exposicdo aguda (48 horas) em D. rerio. Hi: As
diferentes concentracdes da FPLJ sdo capazes de provocar efeitos téxicos

decorrentes da exposi¢ao aguda (48 horas) em D. rerio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar o possivel efeito toxicol6gico agudo da FPLJ sobre D.rerio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar a concentracgao letal (CLso)

v Avaliar os efeitos da administracdo aguda das diferentes concentracdes
da FPLJ sobre os parametros comportamentais, e observacdo da
mortalidade de D.rerio de ambos 0s sexos;

v' Avaliar os efeitos da administracdo aguda (48 horas) das diferentes
concentracbes da FPLJ sobre os parametros histopatoldgicos,

branquias, figado e rins,de D. rerio de ambos os sexos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 TOXICIDADE EM MODELO DE ZEBRAFISH E SEU USO NA
DESCOBERTA DE NOVAS DROGAS

O termo toxicidade refere-se a capacidade da substancia quimica,
produto, conjunto ou medicamento, possui de provocar efeitos danosos ao
organismo com 0s quais entra em contato. Estes efeitos podem ser desde
alteracbes comportamentais, danos em 0rgados especificos (rins, figado e
coracgdao), alteragcdes no crescimento ou reproducao.

Segundo Oga (2003) a toxicidade é a propriedade de agentes téxicos de
promoverem injurias, por meio de interacdes fisico-quimicas. Além disso, o
autor afirma que a toxicidade raramente pode ser entendida como um evento
molecular Gnico; preferencialmente esta deve ser entendida como um evento
que envolve Vvérias cascatas de sinalizacao.

As modificacbes em tais cascatas comeg¢am no momento da exposicao,
em seguida ocorre a biotransformacdo, culminando na interacdo com
macromoléculas e expressado de um end point (OGA, 2003).

Os testes toxicolégicos sao classificados de acordo com o tempo de
exposicao a drogas, como o teste de toxicidade aguda (geralmente de 24 a 48
horas) ou toxicidade cronica (6 meses a 2 anos, variando de acordo com a
espécie estudada). Além disso, a concentracdo letal para 50% (CL s50) € a
concentracdo do agente toxico que causa mortalidade em 50% dos organismos
expostos num intervalo de 24 a 96 horas, também é um parametro estimado
durante estes testes.

A crescente pressao dos grupos de protecdo dos animais tem restringido
cada vez mais, 0 acesso da maioria dos grupos de pesquisa em toxicologia a
mamiferos como roedores e coelhos. Além disso, leis, discussdes, projetos e
comités visam a diminuicdo do niumero de animais usados em experimentos
toxicolégicos, forcando uma reflexdo acerca do tema e a implementacdo de
testes preliminares que permitam realizar inferéncias que possibilitem a
reducdo do uso de animais.

Nesse contexto o ZF, Danio rerio (Hamilton, 1822), surge como modelo

experimental alternativo. Esse pequeno peixe tropical de agua doce € originario
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da Asia, mede no maximo 5 cm de comprimento, onivoro, pacifico. muito ativo
e possui ciclo de vida curto em média 3 anos (KNIE; LOPES, 2004). Passou a

ser utilizado como modelo experimental em toxicologia a partir dos anos 90.

Figura 1 Imagem D.rerio em um mini tanque de reprodugdo, machos a direita e fémea a
esquerda.
Fonte: Propria

A utilizacdo do ZF como modelo experimental em toxicologia possui
diversas vantagens. Geneticamente, ele € muito similar aos seres humanos,
aproximadamente 70% dos genes codificadores de proteinas humanas tem
ortélogos em ZF e mais de 80% dos genes associados a doencas humanas
possuem homoélogos em ZF (HOWE, et al., 2013).

Segundo Bugel e colaboradores (2015) o ZF provocou uma revolucéo
nas triagens de alto rendimento in vivo. A maioria destes testes eram
realizados em linhagens celulares, com variaveis especificas, que néo
reproduziam as interacées multi-orgaos presentes em organismos vivos. Ja a
alta fecundidade, pequeno espaco requerido e baixo custo de manutencdo do
ZF, o torna um modelo experimental excelente para a realizacédo de triagem de
grande namero de composto quimico em um unico ensaio. Contudo, o ZF
também vem sendo adotado pela industria farmacéutica para aceleracdo e

economia durante a pesquisa e desenvolvimento de novas drogas.
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A importancia do ZF pode ser observada quando analisamos o custo
para lancar um novo medicamento no mercado americano, que em 2010 foi
estimada em 1,8 bilhdes de ddlares. Além disso, aproximadamente 9 anos de
estudos, pesquisa e desenvolvimento sédo requeridos. A descoberta de novas
drogas também exige diversos ensaios in vitro, testes em animais e testes
clinicos antes de receber aprovacgéo regulatéria se forem consideradas seguras
e eficazes (PAUL et al., 2010).

O custo efetivo para lancar uma droga no mercado esta associado com
a experimentacdo animal. Os testes de seguranca, toxicidade e estudo de
farmacocinética, para determinar taxas de absorcdo, metabolismo e excrecéao,
sdo realizados em modelos mamiferos caros. Entdo para reduzir o uso de
mamiferos durante o processo de descoberta de drogas, especialmente
durante as fases iniciais ou ensaios de seguranca/toxicidade in vivo, o uso do
modelo ZF tem obtido sucesso. Este sucesso é devido especialmente ao baixo
custo e rapidez nas analises (ZON e PETERSON, 2005; BUGEL, TANGUAY e
PLANCHART, 2015).

Um caso notavel da aplicacdo do modelo ZF embrionario foi a
descoberta da prostangladina E, 16,16- dimetilada, em testes de bioatividade
com ZF, como um importante modulador da homeostase de células-tronco
hematopoiéticas de vertebrados. Esta nova substancia estd em fase de ensaio
clinico de fase Il para o tratamento de malignidades hematol6gicas. Contudo,
visando aproveitar esta grande economia obtida com o modelo ZF, um
consorcio de empresas farmacéuticas multinacionais comecgou 0 processo de
validacdo para a utilizacdo deste na sua linha de descoberta e pesquisas
(NORTH et al., 2007; BALL et al., 2014; BUGEL, TANGUAY e PLANCHART,
2015).

3.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DE EFEITOS TOXICOS EM D.rerio

A analise histopatolégica € um excelente método para o diagndstico de
efeitos diretos e indiretos que afetem tecidos animais. Quando associados a
outros métodos de analise, estudos histopatologicos podem auxiliar a
compreensao de efeitos toxicos. Sendo assim, € crucial a escolha dos 6rgaos

alvos do estudo para a relevancia dos dados obtidos (HEATH, 1995).
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Lins e colaboradores (2010), afirma que os orgaos de contato direto com
toxicantes sdo as branquias, figado e rins, sendo que estes dois ultimos
representam 6rgdos de metabolismo e excrecdo de xenobidticos. Podendo

indicar alteracdes de acao crbonica desses agentes em tecidos animais.

3.2.1 Branquias

A respiracdo nos peixes é realizada através do fluxo de &agua pela
cavidade bucal e consequentemente, para o interior da faringe e através das
branquias. A respiracdo branquial possui funcdo efetiva quando a agua se
move em uma direcdo unilateral sobre as membranas branquiais. A maioria
dos peixes bobeiam agua através das suas branquias alternando concentracéo
e relaxamento da cavidade bucal (anterior as branquias) e cavidade opercular
(posterior as branquias) (HUGHES, 1980; HELFMAN, 1997; HOLDEN,
LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

Um segundo método para promover o fluxo de agua € nadando com a
boca aberta (ventilacdo forcada) forcando a agua através da faringe, sobre as
branquias e para fora da cavidade opercular e fendas branquiais (HUGHES,
1980; HELFMAN, 1997; HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

Semelhante aos organismos terrestres, o oxigénio € requerido pelos
peixes para a producdo de ATP e metabolismo bésico corporal. Entretanto, os
peixes vivem em um ambiente pobre em oxigénio. As branquias sdo as
estruturas que permitem 0s peixes executarem uma extracdo de oxigénio
dissolvido na agua para utilizagdo em suas reacbes metabodlicas (HOLDEN,
LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

As branquias do ZF sdo compostas por quatro arcos bilaterais, que
podem ser vistos na orofaringe. Além disso, sdo sustentadas por 0ssos, tecido
cartilaginoso e contém musculos esqueléticos. Elas sao ricamente inervadas
pelos nervos facial, glossofaringeo e vago cranial. Estas estruturas s&o
cobertas por epitélio mucoso continuo como o da orofaringe. Estendendo-se de
cada arco branquial ha dois pares de filamentos branquiais primarios (lamela
primaria) (Figura 2) (LAURENT e DUNEL, 1980; JONZ e NURSE, 2008;
HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).



Figura 2. A) Branquia de D.rerio (400x), observar CM- canal marginal; CP- célula pilar; EF-
epitélio estratificado do filamento; ELS- epitélio pavimentoso das lamelas secundarias; LS-
lamela secundaria; LP- lamela primaria; SVC- seio venoso central.B) branquia de D. rerio
(100x) observar o aspecto normal das lamelas primérias e secundarias e 0 arco cartilaginoso
(AC)

Fonte: Propria

As lamelas primarias sdo sustentadas por cartilagem conhecido como
arco cartilaginoso. Outra estrutura facilmente visualizada na lamela primaria é o
seio venoso central. Além disso, de cada lamela primaria projetam-se delgados
filamentos denominados lamelas secundarias (HOLDEN, LAYFIELD e
MATTHEWS, 2012).

As lamelas secundarias proporcionam uma vasta superficie de absorcéo
de oxigénio e liberacdo de gas carbbnico e amébnia para o ambiente externo. As
lamelas secundarias séo ligadas, a lamela priméria, por células escamosas
finas conhecidas como células pavimentosas. Estas células possivelmente
executam uma importante funcdo na manutencdo da circulacdo sanguinea
neste filamento. Estudos apontam que elas possuem habilidade contrétil e
receptores de endotelinas. Ocasionalmente, células mucosas também pode ser
vistas nas lamelas secundarias, proporcionando a estes filamentos uma
camada protetora. Outro tipo celular presente neste filamento sédo as células de
cloreto responsavel pela receptacdo adequada de sal (HOLDEN, LAYFIELD e
MATTHEWS, 2012) (Figura 2).

As branquias devido o seu contato direto com a agua durante as trocas
gasosas sdo particularmente sensiveis a substancias téxicas presentes no
meio (BARRETO, 2007). Sendo assim, este 6rgdo possui a maioria dos

estudos histopatolégicos voltados a avalicdo de impactos ambientais, e
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atualmente também tem sido avaliado para a triagem toxicologica de
nanocompostos.

Vélez (2013) realizou o estudo toxicologico da vermiculita, material
utilizado como absorvente de produtos organicos na agua. As maiores
concentracbes (100, 150 e 200 mg/mL), provocaram alteracdes
histopatologicas nas branquias como: aneurisma, deslocamento do epitélio
lamelar, hiperplasia das células mucosas e fusdo lamelar.

Outro estudo realizado por Freitas e colaboradores (2013) investigou os
efeitos dos combustiveis fosseis nas branquias do ZF. Os animais foram
submetidos a diferentes concentracdes de gasolina e 6leo diesel, entre 6,25%
a 100%. Os resultados demonstraram que tais compostos em suas
composicdes pura ou comum sao letais, provocando nas branquias: necrose,
hipertrofia das células, aneurisma e edemas.

As nanoparticulas metélicas de prata, titnio e cobre quando testadas
sobre modelos de ZF produziram aumento da celularidade no espago
interlamelar. Entretanto, as mudancas na largura dos filamentos branquiais
variaram significativamente de acordo com a forma e o metal, visto que o autor
também realizou tratamentos com os metais em sua forma comum (GRIFFIT et
al., 2009).

Griffit e colaboradores (2013) buscaram caracterizar as alteracfes
histopatolégicas nas branquias do ZF, perante o tratamento crénico com
concentracfes subletais de nanoparticulas de prata. Porém, neste estudos
alteracBes no epitélio como hiperplasia e fusdo das lamelas secundérias, ndo

foram observadas.

3.2.2 Figado

O figado é formado de uma evaginagdo do intestino em
desenvolvimento, durante as fases embrionarias. Situa-se ventralmente ao
esbfago e bulbo intestinal. Assim como nos mamiferos ndo é um 6rgao discreto
e possui um formato de U em torno do intestino. Este 0rgédo € intimamente
associado com o tecido pancreatico e vesicula biliar (CAILLIET, LOVE e
EBELING, 1986; HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).
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O fluxo sanguineo hepatico do ZF é similar ao dos mamiferos. O sangue
entra no figado pela veia porta e artéria hepética. Apos sua entrada, o sangue
flui pelos ramos menores destes importantes vasos, que acabam numa serie
de sinusdides, os quais sdo revestidos por células endoteliais. As células de
Kupffer, que estdo ligadas nas células endoteliais hepaticas dos mamiferos,
provavelmente ndo existem em ZF. Dos sinusoéides, 0 sangue é coletado para o
interior das veias centrais e entdo vai para o coracdo através da veia hepatica
(HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

Os l6bulos hepaticos distintos presentes em mamiferos com uma veia
central e triade portal ndo estdo presentes no ZF. Entretanto, muitos tipos
celulares presentes no figado de mamiferos estdo presentes em ZF. Os
hepatocitos sdo o tipo celular mais abundante e s&o caracterizados como
células epiteliais, de forma poligonal com nucleo central (Figura 3). Eles cercam
os sinusdides formando corddes hepéticos como vistos em vertebrados. Em
alguns peixes, como o ZF, o citoplasma dos hepatécitos contém glicogénio
abundante facilmente visualizado com coloragdo PAS (Periodic acid-Schiff).
Assim como nos vertebrados, a funcdo dos hepatécitos € estocar lipideos,
glicogénio e ferro. Além disso, eles produzem uma variedade de proteinas,
aminoacidos e contribuem para o processo de detoxificacdo. Outra
caracteristica do figado € que as veias podem ser claramente visualizadas e
nelas se encontram hemacias nucleadas. Devido a presenca de l6bulos
hepéticos nao identificaveis, ndo € possivel distinguir entre os ramos das veias
porta e hepéatica em coloracdo de HE(HAMPTON, McCUSKEY e HINTON,
1985; HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).
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Figura 3. Aspecto histoldgico do figado de ZF. Notar os hepatécitos (H).
Fonte: Propria
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O figado do ZF, assim como o dos mamiferos, possui funcéo de produzir
bile. Entre os hepatdcitos estdo pequenos ductos biliares (canaliculos),
formados por epitélio cuboidal, que conduzem a bile produzida pelos
hepatocitos para a vesicula biliar. Os canaliculos trazem a bile para o interior
dos grandes ductos biliares intra-hepaticos, que séo facilmente visualizados em
preparacdes de rotina. Os grandes ductos biliares sdo formados pela
anastomose de diversos canaliculos biliares, que saem do figado como um
ducto extra-hepatico (HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012) (Figura 4).
Em algumas preparacdes histolégicas de figado de ZF é possivel notar areas
contendo pigmentacdo caracteristica de agregado de macréfagos. Estes
possuem pigmentos granulociticos, que podem representar macrofagos
materiais ndo digeridos, possivelmente com a finalidade de apresentacdo de
antigenos para outras células do sistema imune (HOLDEN, LAYFIELD e
MATTHEWS, 2012).

A complexidade e importancia das fun¢des do figado, tornam a
hepatoxicidade uma das principais preocupac¢fes durante o desenvolvimento
de novas drogas. Para avalid-la ensaios com roedores geralmente sé&o
realizados, mas em geral possuem um elevado custo e grande tempo para
execucdo. Além disso, outro problema como pequena amostragem é
caracteristico deste tipo de teste (McGRATH e LI, 2008). O ZF em estagios
embrionarios e adulto podem ser utilizados para a triagem de hepatoxicidade
de novas drogas ou investigacdes. As razdes para a utilizacdo deste peixe €
motivada pela sua transparéncia, velocidade de desenvolvimento, grandes
tamanhos amostrais e baixo custo. Portanto, os estudos de hepatoxicidade em
ZF séo realizados mais cedo, facilitando a tomada de decisdes para a
aceleragcdo do desenvolvimento de novos medicamentos (McGRATH e LI,
2008).

J& quanto a histopatologia hepatica do ZF, alteracdes especificas foram
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Figura 4 Representagdo esquematica da arquitetura hepatica de mamiferos e ZF.(A) O lébulo
hepatico de mamiferos é composto de placas de hepatécitos irradiadas externamente de uma
veia central (CV). Nos cantos de cada I6bulo estéo as triades portal (PT) a veia portal (PV) uma
artéria hepética (HA) e um ducto biliar (BD). (B) Placa de hepatdcitos em camada dupla
presente em mamiferos. Os canaliculos bicelulares (CA) estdo situados adjacentes aos
hepatécitos (H) na placa de hepatdcitos (HP). A membrana basal dos hepatécitos permite o
transporte de oxigénio, proteinas e diversas macromoléculas para o interior destas células. O
sangue que entra no figado através da veia porta e da artéria hepatica, segue para a CV pelos
vasos sinuséides, localizados entre as placas. (C) Arquitetura hepatica do ZF. A PV, BD, CV e
tubulo de hepatécito (HT) estdo espalhados por todo o parénquima. (D) Os hepatécitos de ZF
(H) séo dispostos em tubulos ao redor de pequenos ductos biliares, os quais recebem a bile
provinda dos canaliculos de hepatdcitos (CA). Os sinusoéides estdo localizados na periferia
destes tubulos.

Fonte: VLIEGENTHART et al., 2014

reportadas. North e colaboradores (2010) reportaram necrose hepética em ZF
apos tratamento com paracetamol. Assim como para outros mamiferos o
tratamento hexaclorociclohexano resulta em alteracbes hepéaticas como
acumulo de goticulas de triglicerideo macrovesiculadas, diminuicdo do
glicogénio hepatico e alteracdes no formato mitocondrial (BRAUNBECK et al.,
1990). A exposicdo de ZF a tioacetamida provoca esteatose hepatica
acompanhada de acumulo de goticulas de gordura e apoptose (AMALI et al.,
2006). Outro relato diz respeito a exposicdo de ZF a etanol, que provoca
esteatose hepatica, assim como € visto na doenca hepética alcodlica humana

(PASSERI et al., 2009).

3.2.3 Rim

Nos vertebrados superiores (repteis, aves e mamiferos) o

desenvolvimento do rim ocorre em trés estagios. O primeiro estagio do rim em
fase embrionaria é o pronefron. Este é caracterizado por um par de glomérulos

e dois ductos pronéfricos separados que drenam produtos residuais para o
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interior da cloaca. A cloaca nos tele6steos € uma pequena estrutura
embrionaria, que ¢é perdida na fase adulta. Em seguida, durante a
embriogénese os pronefrons sdo substituidos pelos mesonefrons, que por sua
vez sao substituidos por metanefrons ou rim adulto. Nos teledsteos, o
desenvolvimento do rim termina com a formacdo dos mesonefrons
(PETERSEN, 1986; HELFMAN, COLLETE e FACEY, 1997; HOAR,
1955HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

No ZF, os pronefron consistem de dois néfrons, que tem origem de um
par de glomérulos centralmente fundidos. Posteriormente no desenvolvimento,
os néfrons que formam os pronefron degeneram. Entretanto, sua estrutura
permanece como a porgao anterior do rim e torna-se o sitio do sistema imune e
esteroidogénico, além de conter células cromafins, que sdo homoélogas a
glandula adrenal dos mamiferos. Os mesonefrons tornam-se o rim adulto do ZF
e contém os néfrons responsaveis por filtrar o sangue com residuos e pela
receptacdo de sal e agua (PETERSEN, 1986; HELFMAN, HOAR, 1955;
HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

A parte anterior do rim é conhecida como “cabeg¢a do rim” contém
células linfoides, hematopoiéticas, esteroidogénicas e enddcrinas. Esta por¢cao
do rim € o sitio dominante de hematopoese e € composto predominantemente
por elementos hematopoiéticos. As células hematopoiéticas imaturas situam-se
entre os tubulos do néfrons. Além disso, areas distintas de linfopoiese e
formacédo de hemacias séo observaveis. A parte posterior do rim ou “cauda do
rim” contém néfrons com tecido linfoide ao seu redor (HOLDEN, LAYFIELD e
MATTHEWS, 2012).

Os néfrons do ZF sdo compostos por glomérulos, tibulos proximal/distal
e ductos coletores. Os glomérulos sao facilmente visualizados como um grupo
de capilares lobulados cercados pela capsula de Bowman. O sangue é filtrado
pelos glomérulos e entdo entra no espaco da capsula de Bowman de onde
segue para o0s tubulos proximais. Estes tubulos podem ser facilmente
identificados em cortes histoldgicos de rotina como tubulos com coloracéo
eosinofilica e borda em escova. Sadio, cloro, agua e glicose sdo absorvidos
nos tubulos proximais. A borda em escova é o reflexo de inumeras

microvilosidades apicais nesta regido dos néfrons. J4 nos tubulos distais
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continuam a ser absorvidos sédio e cloreto, porém agua nao é absorvida nesta
porcdo (HOLDEN, LAYFIELD e MATTHEWS, 2012).

O ZF, assim como outros peixes teledsteos, excreta urina diluida. A
funcdo mais importante do rim nestes peixes € eliminar o grande volume de
agua que entra no corpo destes através das branquias. Além disso, ndo existe
estrutura comparavel com alca de Henle, estrutura responsavel pela
concentragéo da urina, como encontrada nos vertebrados. Contudo, peixes de
agua doce nao necessitam concentrar sua urina (HOLDEN, LAYFIELD e
MATTHEWS, 2012) (Figura 5).

Figura 5. Rim normal em corte longitudinal de D. rerio. Notar a presenca de um glomérulo (G).
O asterisco mostra 0 espago intercapsular. Observar o tecido linfoide (TL), o tubulo contorcido
distal (TD), o tabulo contorcido proximal (TP) (400x).

Uma vez no tabulo distal, a urina flui para o interior do ducto coletor. E
dificil distinguir tabulos coletores e tubulos distais em cortes histologicos de
rotina. Estes tubulos ndo possuem coloracdo eosinofilica e ndo possuem borda
em escova. A principal fun¢@o do ducto coletor € conduzir a urina para o interior
da bexiga urinaria (MOCHIZUKI, FUKUTA e TADA, 2005).

A literatura até o mostra-se escassa quanto a estudos relacionados a
histopatologia renal em ZF. Entretanto, outros autores ja analisaram as
alteracdes renais em outros peixes teleésteos. Camargo e Martinez (2007) ao
realizar estudos toxicol6gicos ambientais em um ribeirdo urbano contaminado
(Londrina-Parana), reportou altera¢cdes como: aumento do glomérulo, reducéo
do espago de Bowman, oclusdo da luz tubular, degeneracdo granular e
degeneracédo hialina, na espécie Prochilodus lineatus.
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Cardoso e colaboradores (2009) realizaram analise histopatoldgicas em
orgaos de peixe-espada (Trichiurus lepturus) expostos a mercurio, coletadas na
praia de Itaipu-Niter6i, Rio de Janeiro. Os achados nos rins incluem metaplasia
cartilaginosa e ninho de corpos melanomacrofagicos.

Souza (2015) estudou a toxicidade da nanoemulsédo de alcool perilico
sobre ZF e conclui que as concentragdes de 25,35 e 50 pg/L ocasionaram
alteracdes no tecido hepatico como: necrose, ruptura dos vasos sanguineos e

degeneracao glomerular, entre outras.

3.3 USO DE ZF (DANIO RERIO) EM MODELOS EXPERIMENTAIS PARA
ENSAIOS BIOLOGICOS COM PRODUTOS NATURAIS.

O uso de ZF ja esta estabelecido como uma plataforma poderosa de
pesquisa para a descoberta de novos farmacos, além de ser um modelo util em
outras areas da ciéncia. A facilidade com que produtos naturais e pequenas
moléculas podem ser analisados em ZF ja o torna um modelo para triagem de
bioatividade de extratos e componentes deles derivados. O grande numero de
testes que podem ser realizados com ZF é um dos atrativos dos modelos, ja
que ndo é possivel realizar um numero tdo grande de testes em outros
modelos experimentais. Os ensaios com base em ZF podem auxiliar no
isolamento de grande niamero de moléculas bioativas provenientes de extratos
vegetais, identificadas em triagens de larga escala, aumentando a relevancia
biolégica de tais descobertas, e outro fator positivo na utilizacdo do modelo ZF
para triagem em larga escala é a quantidade diminuta de extratos ou produtos
isolados requeridos para a realizacdo dos testes. Portanto, a importancia dos
modelos de ZF é comprovada pelo niumero crescente de publicacdes e dos

diversos testes realizados.

3.3.1 Produtos naturais e suas perspectivas

O termo produtos naturais, refere-se a pequenas moléculas produzidas
por organismos vivos (particularmente metabdlitos secundarios), que ainda séo
uma excelente fonte quimica subutilizada para a descoberta de novos

medicamentos. Componentes bioativos isolados de plantas, fungos e bactérias
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deram origem a uma vasta gama de compostos terapéuticos para humanos.
Além disso, outros sdo ferramentas em farmacologia, bioquimica e biologia
celular (CRAWFORD et al., 2008).

O aprimoramento da quimica computacional nos anos 90 e o
desenvolvimento de novas tecnologias, provocaram o declinio no campo da
pesquisa de drogas derivadas de produtos naturais (CRAWFORD, ESGUERRA
e WITTE, 2008). E valido lembrar que algumas empresas farmacéuticas
eliminaram suas pesquisas com drogas derivadas de produtos naturais. A
pesquisa com produtos nhaturais possui outros desafios inerentes como a
dificuldade do isolamento de compostos puros de extratos brutos, identificacao
do mecanismo de acdo e sintese de estruturas complexas, muitas vezes em
guantidades tdo pequenas, que ndo tem a sua atividade detectada através de
triagem de alto rendimento (CLARDY e WALSH, 2004).

Apesar dos macigos investimentos em novas tecnologias para o
desenvolvimento de compostos quimicos, a quantidade de novos farmacos
lancados no mercado ndo tem aumentado proporcionalmente. Sendo assim, a
guimica computacional e combinatéria ndo consegue atingir seu objetivo de ser
uma fonte primaria de novos compostos bioativos candidatos a farmacos
inovadores (YUNES et al., 2001).

Neste contexto, os produtos naturais vém recuperando espaco e
importancia na industria farmacéutica, como fonte inspiradora de novos
padrbes moleculares bioativos. HA uma crescente valorizacdo dos produtos
naturais, pois estes possuem estruturas, que foram evolutivamente
selecionadas com base em sua habilidade de interagir com macromoléculas
biol6gicas (KOEHN e CARTER, 2005; MCCHESNEY, VENKATARAMAN,
HENRI, 2007). Portanto, a pesquisa com produtos naturais vai continuar a se
expandir, tendo estes como fonte inspiradora para o desenvolvimento de novas
drogas.

A pesquisa com produtos naturais enfrenta outra grande dificuldade, a
reduzida complexidade da analises das triagens de alto rendimento, que utiliza
testes in vitro para a triagem da atividade farmacoldgica de milhares de
moléculas candidatas a farmacos, sendo uma avaliagdo para um unico alvo.
Entretanto, esta analise gera muitas vezes compostos com pouca/nenhuma
efetividade in vivo (VANDERGREEF e MCBURNEY, 2005). Entretanto, a
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consequéncia desta deficiéncia tem sido estimulador a busca por novas
metodologias de bioensaios para triagem da atividade farmacoldgica, que
sejam mais eficientes nessa avaliacao e independentes do alvo (CRAWFORD,
ESGUERRA e WITE, 2008).

O ZF (ZF) devido diversas caracteristicas bioldgicas pode ser utilizado
em testes de triagem de alto rendimento, promovendo um aumento na

relevancia biolégica, que é dificil de ser correspondida in vitro (LIN et al., 2013).

3.4 VANTAGEM DO ZF COMO ORGANISMO MODELO

O ZF é um pequeno peixe teledsteo, tropical de agua doce, que mede de
trés a quatro centimetros pertencente a familia Cyprinidae, sendo uma espécie
muito conhecida pelo seu uso ornamental. Entretanto, a cada dia este pequeno
peixe vem sendo utilizado pela comunidade cientifica como modelo

experimental (Figura 6).

AnnualZebrafsh PubMed Listings I

Mumber of listings
.

Figura 6 Uso do ZF como modelo experimental para pesquisa. E retratado pelo crescente
namero de citagdes na base de dados PubMed (1990-2014). Apenas o termo “ZF” foi utilizado
para pesquisa na base de dados PubMed.

Fonte: Propria

A chave de todo sucesso do ZF, como modelo experimental, reside no
fato deste possuir caracteristicas favoraveis como: pequeno custo e espaco
requerido para manutencéo, desenvolvimento rapido e externo ao corpo da
fémea (ex utero), ciclo biolégico curto, grande prole (centenas de ovos por

acasalamento). Os embrides do ZF sdo translicidos e pequenos (1-5 mm
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dependendo do estagio de desenvolvimento) adequados a manipulacdo e
microinjecdo (LELE; KRONE, 1996; BAILEY; OLIVERI; LEVIN, 2013). E valido
lembrar que a maioria dos testes realizados utilizam embrides e larvas.

A vantagem chave no teste de bioatividade de pequenas moléculas,
utilizando larvas e embribes de ZF € que o0s compostos podem ser
simplesmente diluidos em agua ndo estéril, e as moléculas de baixo peso
molecular sdo rapidamente absorvidas pela pele e branquias, promovendo
aumento da capacidade de analise centenas de moléculas por dia (ZON e
PETERSON, 2005; LANGHEINRICH, 2003).

O ZF possui similaridades farmacoldgicas e fisiolégicas com seres
humanos e mamiferos superiores, que o torna adequado para identificacdo de
produtos naturais bioativos com potencial terapéutico. As caracteristicas
biol6gicas do ZF combinadas o tornam um modelo in vivo adequado e ideal
para triagem fenotipica em placas de microtitulacdo (CRAWFORD,
ESGUERRA e WITTE, 2008). As placas de 96 pocos sao as mais utilizadas
pelos investigadores para a triagem de drogas e produtos quimicos
(RENNEKAMP e PETERSON, 2015).

A maioria das triagens de bioatividade de farmacos utilizam ZF em
estagios iniciais de vida, larvas e embrides, e um dos grandes questionamento
no uso do modelo é: até que ponto os resultados poderiam ser extrapolados
para seres humanos e outros mamiferos superiores? Os testes genéticos e
farmacoldgicos usando ZF revelaram-se altamente representativos para outros
organismos, incluindo seres humanos. Além disso, genes identificados na
organogénese de ZF tem sido consistentemente validados em seres humano e
camundongos. As homologias farmacologicas notaveis entre humanos e ZF
podem ser estendidas para fenotipos de doencas modificadas descobertas
através de ensaios (PETERSON e MACRAE, 2012).

Outro aspecto importante do ZF é a sua utilizacdo como modelo de
estudos genéticos, tendo sido estabelecido nos anos 70 por Streisinger, que
estudou o desenvolvimento embrionario do ZF (STREISINGER, 1981). Nos
anos 2000, ocorreu um progresso consideravel na genética e genémica do ZF.
Em 2001, o Instituto Sanger iniciou o sequenciamento total do genoma do ZF e
em 2013 o genoma do ZF foi totalmente sequenciado, mostrando que 70 % de

seus 26 mil genes sdo semelhantes aos genes humanos (STERN, ZON, 2003;
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HOWE et al.,, 2013), o genoma mitocondrial do ZF encontra-se totalmente
sequenciado desde outubro de 2001 (BROUGHTON, MILAM, ROE, 2001), e
comparando as sequéncias do genoma humano e do ZF, muito genes como 0s
do ciclo celular, crescimento, diferenciacdo, funcdes teciduais, supressores
tumorais e oncogénese permanecem conservados, tornando o ZF um
organismo modelo fidedigno para a triagem de bioatividade de drogas e
produtos quimicos (AMATRUDA et al.,, 2002; CRAWFORD, ESGUERRA e
WITTE, 2008).

As pesquisas genéticas com ZF produziram uma gama de linhagens
mutantes, que podem ser utilizadas para a realizacdo de estudos das mais
diversas patologias. Alguns exemplos de linhagens de ZF mutantes com
defeito: no desenvolvimento de cartilagem, hematopoese, desenvolvimento
cardiovascular. Atualmente, ensaios genéticos incluem testes de funcao
gastrointestinal, desenvolvimento vascular, epilepsia e diabetes (CRAWFORD,
ESGUERRA e WITTE, 2008; SETH et al., 2013). Houve também o
desenvolvimento de uma linhagem mutante de ZF totalmente transparente
utilizada para pesquisas relacionadas ao cancer e células tronco, anteriormente
limitada somente as larvas e embrides (WHITE et al., 2008). As linhagens
mutantes de ZF possuem como funcédo, na pesquisa toxicolégica, esclarecer os
papéis de genes especificos e suas interacdes com vias de sinalizacdo na
patogénese causada por lesdes induzidas por toxicante. Além disso, ZF com
mutacdes duplas ou triplas podem elucidar as intera¢des de conjunto de genes.
mutantes de ZF podem ser produzidos de forma mais econémica e eficiente do
gue em murinos (SPITSBERGEN e KENT 2003; HILL et al., 2005).

Além das diversas linhagens mutantes, o ZF tem se mostrado um
modelo vertebrado versatil para estudos de genética reversa. “Antisense
morpholino”  oligonucleotideos, comumente referidos apenas como
“morpholinos”, é a técnica mais utilizada para a producédo de ZF nocautes. Esta
técnica bloqueia especificamente a funcdo de um gene em embrido de ZF. Os
“morpholinos” estéo disponiveis em bibliotecas, e sua microinjencéo é realizada
de maneira dose-dependente em embrides nos primeiros estagios de
desenvolvimentos. Dois tipos de “morpholinos” sdo mais utilizados para
interferir na expressdo génica das proteinas “ATG-morpholino” (bloqueia a

tradugdo dos ribossomos e deixa o embrido sem uma proteina) e o “splice-
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morpholino”, se liga e interfere no splicing do RNA, resultando numa proteina
de forma truncada que é utilizado para o estudo de um dominio da proteina
especifico. Contudo, numerosos genes ja foram funcionalmente analisados
desta maneira, incluindo diversos identificados no contexto de triagens
genéticas reversas de alta escala (BILL et al., 2009; HEASMAN, 2002, BIIL et
al., 2009; DOITSIDOU et al., 2002; PICKART et al., 2002; ESGUERRA et al.,
2007).

Os métodos de transgenia em ZF estdo bem estabelecidos, permitindo
que a geracéo direta de linhagens transgénicas expressem fluorescéncia sob o
controle de promotores especificos teciduais, € nos ultimos anos houve Vvarios
avancos na capacidade de gerar linhagens transgénicas de ZF, reduzindo
radicalmente o tempo para gerar novas linhagens. Tradicionalmente, ZF
transgénicos eram gerados por microinjencdo de plasmideo linearizado de
DNA, contendo a sequéncia codificacdo de uma proteina conhecida
(tipicamente GFP- Grenn Fluorescent Protein), imediatamente incorporada a
um promotor para o gene de interesse. No entanto, esta abordagem sofreu
uma série de limitacbes, em particular devido a baixa integracdo com a
linhagem germinal. Os avangos tecnoldgicos incluem a introducéo de sistemas
Gateway e producdo de plasmideos compativeis que podem ser usados em
ZF; clonagem I-Scel, que quando introduzido em sitios de meganucleases
aumentam a eficiéncia da integracdo com a linhagem germinativa. Mais
recentemente, melhoria tem sido alcancada por cromossomos bacterianos
recombinantes, onde sao introduzidos fluoroforos e sitios de transposases Tol
2 em um cromossomo bacteriano contendo o gene ou o promotor de interesse
(HAMMOND e MORO, 2012).

3.5 AVALIACAO DE PRODUTOS NATURAIS UTILIZANDO O ZF COMO
MODELO EXPERIMENTAL

A utilizacdo do ZF como modelo in vivo para a descoberta de pequenas
moléculas candidatas a drogas foi primeiramente proposta ha 50 anos, este
estudo ja utilizava os embrides e larvas de ZF para a triagem de drogas
sintéticas e produtos naturais (JONES e HUFFMAN, 1957). Porém, apenas em
2000 foi descrito o primeiro experimento utilizando placas de multiplos pocos.
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Desde entéo, mais de 60 trabalhos reportaram o uso do ZF para a realizacao
de projetos inteiros visando a descoberta de medicamentos (RENNEKAMP e
PETTERSON 2015).

O ZF tem sido largamente utilizado para estudos de toxicidade ambiental
caracterizando os danos provocados por diversos poluentes e é considerado o
padréo ouro para avaliacdo de toxicidade ambiental e qualidade da agua (2013;
SCHOLZ et al., 2008). Diversas substancias consumidas por humanos como
flavonoides, drogas de abuso, alcaloides ja foram testados quanto ao seu
potencial teratogénico e embriotoxico sobre ZF (JONES et al., 1964; THOMAS,
1975; KIM et al., 2009; STEWART e KALUEFF, 2014; LU et al., 2014). Com a
expansdo da nanotecnologia o ZF vem ganhando espaco como modelo
experimental para testes de seguranca ambiental e de saude dos mais
variados nanomaterias e nanocompostos (LIN et al., 2013; SCHOLZ et al.,
2008).

O uso de ZF adultos para o “screnning” de drogas € menos comum
sendo reportado na literatura apenas um registro de utilizacdo de ZF para um
grande experimento (OPPEDAL e GOLDSMITH, 2010). Porém, ZF adultos
podem ser utilizados com outras finalidades como: confirmar a propriedade
piscicida de lignanas extraidas de Phyllanthus piscatorum, uma planta utilizada
pela tribo indigena amazénica Yanomami, como piscicida e antifingico
(GERTSCH et al., 2004; GERTSCH et al., 2003). Outro estudo recente utilizou
ZF adultos para determinar os efeitos neurotoxicos de uma formulagdo
medicinal chinesa de Azadirachta indica A., chamada de neem ou nim, através
de modelos comportamentais (BERNADI, DIAS e BARBOSA, 2013).

ZF adultos podem ser utilizados para a triagem de atividade anti-
inflamatoria, especialmente de produtos naturais, através de um modelo recém
estabelecido por Huang e colaboradores (2014) que baseia-se ha
administragao intraperitoneal de A- carragenina. Os autores descrevem um
aumento significante do edema abdominal e proteinas pro-inflamatorias (TNF-a

e enzima oxido nitrico sintase induzida) em ZF induzido por carragenina.
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3.6 AVALIACAO DE EXTRATOS E COMPONENTES ISOLADOS DE
PLANTAS UTILIZANDO ZF COMO MODELO EXPERIMENTAL

No que se refere a descoberta de produtos naturais, a triagem em larga
escala de produtos naturais tem se expandido nos ultimos anos. Além disso, 0s
estudos utilizando o ZF como modelo experimental in vivo para teste de
extratos de vegetais tem se tornado mais comum. Os ensaios com ZF in vivo
para descoberta de atividade de fracdes de extrato tem se mostrado bastante
atil e muito explorado.

Atualmente, o ZF ja foi utilizado para a triagem de diversas atividades de
extratos de vegetais como: angiogénica/ anti-angiogénica, antitrombdtica,
anticonvulsivante, anti-inflamatéria, antilipémica, melanogénica. Além disso, a
toxicidade de extratos e a acdo destes sobre doencas neurodegenerativas, tais
como (Sindrome de Parkinson e Sindrome de Alzheimer). Os topicos a seguir
apresentam alguns trabalhos descritos na literatura sobre o tema e ao final

apresentamos um quadro citando referéncias relevantes.

3.6.1 Avaliacédo da atividade angiogénica em modelo de ZF

A avaliacdo da atividade angiogénica, em modelo de ZF, é mais
estudada quando se trata de extratos vegetais. Um dos primeiros relatos neste
sentido foi realizado por Lam e colaboradores (2008), o trabalho utilizou ZF
transgénicos para caracterizar as propriedades pro-angiogénicas da planta
medicinal do Leste Asiatico Angelica sinesis (dong quai), mas ndo mencionou o
isolamento de nenhum composto bioativo (LAM et al., 2008). Posteriormente,
diversos estudos no mesmo sentido foram publicados. Outra citacdo realizada
por LIU e colaboradores (2011) usou ZF transgénicos para investigar a
atividade angiogénica do extrato aquoso bruto de Rehmannia glutinosa e esta
publicacdo apontou o isolamento de um composto bioativo o norviburtinal (LIU
et al., 2011). Posteriormente, YU e colaboradores (2013) demonstraram o
efeito anti-angiogénico do extrato etandlico 95% de Herba epimedii, planta
medicinal do leste asiatico, utilizando testes de ZF transgénico in vivo (YU et

al., 2013). Bohni e colaboradores (2013) desenvolveram uma plataforma de
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teste biomonitoramento, que combinam triagem da bioatividade em embrides
de ZF transgénicos com fracionamento rdpido por cromatografia analitica em
camada delgada e elucidagao estrutural inicial por espectrometria de massa de
electrospray. Em seguida, utilizando estes procedimentos identificou inibidores
angiogénicos provenientes de extratos brutos de duas plantas medicinais do
leste africano Oxygonum sinuatum e Plectranthus barbatus e este trabalho
descrevem o isolamento de dois compostos com bioatividade emodina e
coleona AL (BOHNI, et al., 2013).

3.6.2 Avaliacédo da atividade antitrombdtica em modelos de ZF

A atividade antitrombdética de substancias isoladas de extratos vegetais
ja foi avaliada usando o modelo ZF. SHI e colaboradores (2015), extrairam do
extrato metandlico de Piperwallichii (Mig.) Hand.-Mazz., planta medicinal
chinesa, diversos compostos como: neolignanas, glicosideos aromaticos, fenil
propil aldeidos e bifenilas. Em seguida, estes compostos foram testados quanto
a sua atividade antitrombotica em modelo de ZF e uma lignana conhecida, (-)-
siringaresinol, demonstrou boa atividade antitromboética (SHI et al.,, 2015).
SONG e colaboradores (2012) extrairam do extrato etandlico das folhas de
Crataegus pinnatifida, quatro novos compostos fendlicos e testaram
conjuntamente com outros compostos conhecidos para a atividade
antitrombdtica sobre ZF transgénico. Entre os compostos isolados eriodectiol
demonstrou ser um potente inibidor da formacdo de trombos (SONG et al.,
2012).

3.6.3 Atividade Anticonvulsivante em modelos de ZF

O ZF ja foi utilizado para a confirmacédo da atividade anticonvulsivante de
extratos ou substancias isoladas de: Curcuma longa, Salvia miltiorrhiza,Bunge
e Solanum torvum Sw. (Solanaceae). Berghmans e colaboradores (2007)
investigaram o efeito anticonvulsivante do extrato de Curcuma longa, planta
utilizada na medicina tradicional do sul Asiatico- para o tratamento de epilepsia,
em ZF, induzindo as convulsdes com pentilenotetrazol, este demonstrou efeito
antiepilético (BERGHMANS et al., 2007). Orellana-Paucar e colaboradores
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(2012) buscaram isolar o composto com maior atividade anticonvulsante de
Curcuma longa em convulsbes induzidas com pentilenotetrazol em ZF,
concluindo que sesquiterpendides bisabolenos (ar-, a,B-turmerona e a-
atlantona) extraidos do 6leo de Curcuma longa, além do préprio 6leo, possuem
atividade anticonvulsante significante (Orellana-Paucar et al., 2012). O extrato
acetbnico de Salvia miltiorrhiza, Bunge, planta utilizada na medicina tradicional
chinesa, foi testada sobre convulsdes induzidas com pentilenotetrazol, e os
resultados demonstraram inibicdo da atividade convulsionante provocada por
pentilenotetrazol. Em seguida, o fracionamento do extrato acetbnico de Salvia
miltiorrhiza, Bunge, resultou no isolamento de quatro tanshinones bioativos
majoritarios, o tanshinones Il A provocou reducdo da expressdo de c-fos no

cérebro de larvas de ZF expostos a pentilenotetrazol (Buenafe et al., 2013).

3.6.4 Atividade anti-inflamat6éria em modelos de ZF

A atividade anti-inflamatéria de alguns extratos de vegetais ja foi testada
sobre o modelo de ZF. KAO e colaboradores (2010) comprovaram que extrato
de semente de uva reduziu a atividade de diidrofolato redutase e
consequentemente o crescimento de S. aureus. Em seguida, ZF foram
infectados com S.aureus, pré-incubados com extrato de semente de uva, e
observou-se a diminuicdo significativa da resposta inflamatéria e mortalidade
de ZF infectados com S. aureus (KAO et al., 2010). Outro trabalho de BOHNI e
colaboradores (2013), utilizaram o ensaio de inflamacdo em ZF para a triagem
de bioatvidade anti-inflamatdria de mais de 80 extratos metandlicos de plantas
medicinais do leste africano, e 0 extrato metandlico de Rhynchosia viscosa
(Roth) DC. (Fabaceae) inibiu a migracdo leucocitaria em caudas seccionadas
de ZF (4 dias pos-fertilizacdo). Com isso, isolaram cinco compostos bioativos
do extrato metandlico de R.viscosa (rhynchovisina, genisteina,
sophoroisoflavona A, licoisoflavona A e 3’ -o-methylorobol) e comprovou que
genisteina e sophoroisoflavona A possuem efeitos anti-inflamatérios e anti-
angiogénicos. O trabalho publicado por Wang e colaboradores (2013) em que
utilizaram o modelo ZF e linhagem celular RAW 264.7, para caracterizar
efeitos, dos compostos anti-inflamatorios extraidos de extrato etandlico das

raizes “Qin-Jiao”- Gentiana dahurica (Gentianaceae), planta medicinal utilizada
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na medicina tradicional chinesa. Os resultados obtidos em ZF tratados com
forbol (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato ), demonstraram a nao
citotoxicidade de todos os compostos e intensa atividade de inibicdo de dois

compostos o acido robdrico e de liriodendrina (lignana) (WANG et al., 2013).

3.6.5 Atividade antilipémica em modelos de ZF

O modelo de ZF foi utilizado para comprovar a atividade hipolipidémica
de extratos. Um exemplo foi o trabalho publicado Jin e colaboradores (2011)
que utilizou extrato aquoso de curcuma e louro (Lourus nobilis L.) sobre modelo
de hipercolesterolemia em ZF. Os resultados obtidos demonstraram que o
consumo dos extratos de louro e clircuma exibiram atividade hipolipidémica e
antioxidante sobre modelo hipercolesterolemia em ZF. Além disso, Jin e Cho
(2011) estudaram o efeito de extrato aquoso de canela e cravo da india sobre
modelo de hipercolesterolemia em ZF. O referido trabalho conclui que extrato
aquoso de canela ou cravo exibiu atividade hipolipidémica. Os autores também
concluiram que os componentes hidrofilicos do cravo da india e canela
exibiram potente atividade para supressdo da aterosclerose, diabetes via
atividade antioxidante, prevencdo de glicacdo de apoA-L e LDL-fagocitose,
inibicdo de CETP e atividade hipolipidémica. Outro relato realizado Littleton e
colaboradores (2013) que estabeleceram uma plataforma automatizada in vivo
para a descoberta de tratamentos por alimentos funcionais contra
hiperlipidemia; através da implementacdo deste método a habilidade do extrato
metanodlico de Cratageus laevigata sobre a hiperlipidemia e seus efeitos
cardiovasculares periféricos. Os resultados obtidos demonstraram efeitos
positivos sobre a hiperlipidemia e propriedades inotropicas (LITTLETON et al.,
2011).

3.6.6 Atividade Melanogénica em modelos de ZF

A féacil observacao fenotipica do processo de pigmentacéo de larvas de
ZF faz com que este organismo seja utilizado para estudos relacionados a
atividade melanogénica. Kim e colaboradores (2007) utilizaram o ZF como

modelo para a investigacdo da atividade anti-melanogénica de hanginina A,
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uma isoflavona isolada dos ramos de Lespedeza cyrtobotrya. Os autores
concluiram que hanginina A promove efeito semelhante a PTU (1-phenyl-2-
thiourea), um inibidor de tirosinase, de maneira dose dependente (KIM et al.,
2008). Park e colaboradores (2013) investigaram o efeito anti-melanogénico de
arctigenina, composto isolado do extrato aquoso dos frutos de Arctii- sobre
embrides de ZF, linhagem celular B16BL6 e Melan-A Os resultados obtidos
comprovaram que o tratamento arctigenina (10 pM) reduziu de maneira
moderada a deposicéo de pigmentacdo em ZF 15 dpf (15 dias pos-fertilizacéo)
(PARK et al., 2013). Outro trabalho realizado por Kim e colaboradores (2014),
utilizou a rengiolona, composto obtido do extrato Eurya emarginata, sobre o
modelo de ZF. Obteve como resultado a inibicdo da pigmentacéo corporal de
ZF, além da reducédo dos niveis de melanina e atividade de tirosinase (KIM et
al., 2014).

3.6.7 Estudos toxicoldgicos de produtos naturais em modelos de ZF

O ZF tem se mostrado muito util para a avaliagdo da toxicidade de
nanomateriais € nanocompostos, mas o ZF ja foi utilizado como modelo
experimental para teste de extratos ou produtos deles isolados. Liu e
colaboradores (2010), investigaram os efeitos toxicos do Celastrol, terpendide
isolado de Tripterygium wilfordii Hook F. Os resultados obtidos demonstraram
que o Celastrol afeta o desenvolvimento normal de embribes de ZF em
concentracbes puM (LIU et al., 2010). Ding e Chen (2012) analisaram a
nefrotoxicidade por acido aristoléquico, composto isolado do extrato Asarum.
Aristolochia, e concluiram que o &cido aristoléquico induz nefropatia, defeitos
na circulacdo e mal formag¢des cardiacas mediadas por inflamacdo. Outro
relato na mesma direcéo foi descrito por Zhang e colaboradores (2014) que
avaliaram a toxicidade dos constituintes quimicos do extrato acetonico do caule
de Kadsura oblongifolia. Isolaram e identificaram 20 componentes quimicos, e
a toxicidade de 10 destes compostos foram testadas sobre o desenvolvimento
embrionario e funcdo cardiaca. Os resultados demostraram que trés
compostos, kadsulignana O, acido meso-dihidroguaiaretica e kadsufolina A,
produziram edema em embrides de ZF e diminuicdo da frequéncia cardiaca, e

também interferiram no desenvolvimento cardiaco de ZF (ZHANG et al., 2014).
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3.6.8 Estudos relacionados a doencas neurodegenerativas em modelo de
ZF

O ZF tem sido empregado no estudo de doencas neurodegenerativas,
entre elas: doenca de Parkinson, doenca de Huntington e doenca de
Alzheimer. Sendo assim, na tentativa de entender o efeito neuroprotetor do
extrato etandlico dos frutos de Alpinia oxyphylla, planta comumente utilizada na
medicina tradicional chinesa, esta foi investigada por Zhang e colaboradores
(2012) usando como modelo ZF e linhagem celular PC-12. Os resultados
obtidos demostraram que o extrato preveniu e restaurou a neurodegeneracao
dopaminérgica induzida por 6-OHDA (6-hidroxidopamina) e atenuou o déficit da
atividade locomotora no modelo de doenga de Parkinson em ZF (ZHANG et al.,
2012). Chong e colaboradores (2013) estudaram o efeito neuroprotetor de
Danshensu, principal componente hidrofilico de Radix Salviae Miltiorrhizae
(Danshen, Pharmacopoeia of PR China), que possui propriedade antioxidante,
na neurodegeneracdo dopaminérgica induzida por 6-OHDA. Os modelos
experimentais utilizados foram a linhagem celular PC-12 e o ZF. Os resultados
obtidos com o tratamento com Danshensu sobre a neurodegeneracéao,
sugerem que o mesmo exerce efeito neuroprotetor, podendo atenuar a perda

de células até o nivel normal (CHONG et al., 2013).
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Tabela 1 Uso de extratos vegetais ou compostos isolados sobre modelos de ZF

Atividade avaliada em modelo de ZF Referéncias

LAM et al., 2008; HE et al., 2009(a); HE et al., 2009
(b); HONG et al., 2009; HE et al., 2010; ALEX et al.,
2010; KRILL et al., 2010; ZHU et al., 2011; LIU et al.,
2011; CRAWFORD et al., 2011; TSE et al., 2012;
ZHONG et al., 2012; HE et al., 2012; ZHANG et al.,
2012; HAN et al., 2012; YU et al., 2013; BA et al.,
2013; LEE et al., 2013; YAHG et al., 2013; FAN et
al.,, 2013; YUE et al., 2013, DA-SONG et al., 2014;
ZHOU et al., 2014; GERMANO et al., 2014 LAl et al.,

Angiogénica/ Antiangiogénica

2015
Atividade antitromboética SONG et al., 2012; SHI et al., 2015
Anticonvulsivante ORELLANA-PAUCAR et al., 2012; BUENAFE et al.,
2013; CHALLAL et al., 2014
Anti-inflamatéria KAO et al., 2010; BOHNI et al., 2013; WANG et al.,
2013
Antilipémica JIN et al.,, 2011; KIM et al., 2012; PARDAL et al.,

2014; LITTLETON et al., 2014

Melanogénica KIM et al.,, 2008; DING et al.,, 2011; PARK et al,

2013; KIM et al., 2014; WANG et al., 2014
Doencas Neurodegenerativas ZHANG 2012; CHONG et al., 2013; GUO et al., 2014
Toxicidade GERTCH et al., 2003; KELLEHER et al., 2009;

WANG et al., 2011; FANG et al., 2011; ZHANG et al.,
2014; DING e CHEN, 2012; BERNADI et al., 2013

Outros Estudos WANG et al., 2009; DEL VALLE-MOJICA E ORTIZ,
2012; WEI et al., 2012 (a,b); FERRI-LAGNEAU et al.,
2012; GEBRUERS et al., 2013; YU et al., 2013;;

3.7 FAMILIA APOCYNACEAE

A familia Apocynaceae compreende aproximadamente 200 géneros
presentes em duas subfamilias, Apocynoidea e Plumeriodea e 2000 espécies,

distribuidas predominantemente pelas regides tropicais e subtropicais do globo.
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Séo plantas de habitos variados, ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras. A
maioria possui latex em laticiferos ndo articulados, ramificados ou néo
ramificados, e vivem tanto nos campos ou matas (JOLY, 2002).

Os constituintes fitoquimicos da familia incluem glicosideos cardioativos
e cianogenéticos, saponinas, taninos, cumarinas, acidos fendlicos, ciclitois e
triterpendides. Os constituintes da subfamilia Plumeriodea incluem grande
variedade de alcaloides inddlicos, mais de 500 nos géneros Alstonia,
Aspidosperma, Catharanthus, Hunteria, Pleiocarpa, Rauvolfia,
Tabernaemontana e Vocanga (EVANS, 2002).

3.8 Género Himatanthus

Mueller Argoviensis classificou os géneros Himatanthus e Plumeria
como sinbnimos devido estas apresentarem caracteristicas semelhantes
(MABBERLEY, 1997). Woodson em 1938 revisou o trabalho de Mueller,
confirmou a proposta de Willdenow, que previa a separacdo do género
Himatanthus e Plumeria. Analisando todas as espécies e referéncias
bibliograficas, Plummel (1991), constatou a separacdo dos géneros em
questao, produzindo informacfes adicionais baseando-se na pesquisa de
grande material botanico. Contudo, foi possivel identificar 13 espécies desse
género, entre as quais, diversas espécies descritas inicialmente por Mueller
Argoniensis e reclassificadas por sinonimia por Woodson, sendo elas:
Himatanthus articulatus (Woodson, 1937) Himatanthus attenuatus
(Woodson,1937), Himatanthus bracteatus (Woodson, 1937) Himatanthus
drasticus (Plumel,1990) Himatanthus fallax (Plumel,1990) Himatanthus
lancifolius  (Woodson,1937) Himatanthus  obovatus  (Woodson,1937)
Himatanthus phagedaenicus (Woodson,1937), Himatanthus semilunatus
(Markgraf,1972)  Himatanthus speciosus (Plumel,1991), Himatanthus
stenophyllus  (Plumel,1990), Himatanthus stenophyllus (Plumel,1990)
Himatanthus sucuuba (Woodson,1937) e Himatanthus tarapotensis
(Plumel,1990)

As espécies do género Himatanthus possuem distribuicdo limitada a

regido neotropical ocorrendo desde o Panama até o sudeste do Brasil, tendo
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como limite sul o tropico de Capricérnio. A maioria das espécies deste género
ocorre na regido amazonica, com as demais espécies presentes fora da regido
amazonica (extra-amazodnica) na costa e no centro-oeste do Brasil. As espécies
H. drasticus e H. bracteatus possuem distribuicao restrita ao Brasil, ocupando

areas como: cerrado, campo rupestre, caatinga e mata atlantica (SPINA, 2004).

3.9 Himatanthus drasticus (Plumel, 1990)

CLASSIFICAGAO BOTANICA:

Classe: Equisetopsida C. Agardh

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Asteranae Takht.

Ordem: Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Apocynaceae Juss.

Género: Himatanthus Willd. ex Schult.

Himatanthus drasticus (Plumel,1990)

(Disponivel em: <http://www.tropicos.org/Name/1805709>, Acesso: 22/11/2015)

A espécie H. drasticus pertence a familia Apocynaceae e possui
ocorréncia exclusiva no Brasil, mais precisamente nos estados de Minas
Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara,
Paraiba, Piaui, Maranhdo, Par4 e Roraima. Popularmente é conhecida como
timborna, jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, janaguba no
Ceard, pau-de-leite no Piaui, joanaguba no Rio Grande do Norte (PLUMEL,
1991). A altitude em que esta espécie se desenvolve compreende de 200-1500
metros, em terrenos de transicdo entre cerrado e caatinga, tendo frutificacédo
praticamente durante o ano inteiro (SPINA, 2004).

No Ceara H. drasticus ocorre com maior frequéncia na Chapada do
Araripe, extremo sul do estado, onde é explorada pela populagdo nativa,
cotidianamente e sem nenhuma orientagdo (AMARO et al., 2006).

A janaguba € uma espécie arborea que pode atingir até sete metros de

altura, com folhagem densa nas extremidades dos ramos, folhas obovais,
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subcoriaceas, brilhantes, glabras, verde escuro, com apice arredondado a
obtuso e peciolos curtos. A espécie possui flores brancas aromaticas, fruto tipo
foliculo, que possui forma de chifre medindo entre 15 a 20 centimetros de
comprimento por 2,5 centimetros de largura, e sementes aladas. Sua casca
tem aspecto rugoso e exsuda um latex branco bastante usado na medicina
popular, conhecido como leite da janaguba (LORENZI e MATOS, 2002,
MODESTO, 1997 e PLUMEL, 1991).

O critério estabelecido para a extracdo do latex é que o tronco do
vegetal tenha em média 22 centimetros de diametro, sendo produzido um corte
no floema, que varia conforme o perimetro da planta, sendo 2 cortes opostos
para aqueles considerados com menor espessura, em torno de 22 centimetros,
e 3 ou 4 cortes para aqueles considerados mais grossos, ou seja com
perimetro maior que 22 centimetros. E importante salientar que em todos os
tipos de cortes sao deixadas quinas para a regeneracéo da casca (MODESTO,
1997).

ApoOs a coleta, o latex é diluido em agua na proporcdo de 1: 10, sendo
armazenado em recipiente de vidro ou plastico para ser comercializado na
regido em embalagens de 1 litro (Figura 7) (MODESTO, 1997).

Figura 7: a) FPLJ na forma como e comercializada e consumida pela populagdo. b) aspecto da
FPLJ.
Fonte: Propria

3.10 GENERO Himatanthus- CONSTITUINTES FITOQUIMICOS E ACOES
FARMACOLOGICAS

No século passado diversas classes de produtos naturais foram isoladas

e suas estruturas caracterizadas quimicamente. Em especial, os metabolitos
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secundarios sdo uma excelente fonte quimica subutilizada para a descoberta
de novos medicamentos (CLARDY e WALSH, 2004).

Diversas espécies do género Himatanthus tém sido estudadas quanto a
sua composicdo quimica em especial de seus metabolitos secundarios.
Consequentemente, varias classes quimicas e diversas substancias de

interesse medicinal foram isoladas e relatadas nos uUltimos anos.

3.10.1 Himatanthus articulatus (Woodson, 1937)

H. articulatus € uma planta nativa da Amaz06nia, que tem seu extrato
aquoso ou alcodlico da casca, utilizado contra: Ulceras, tumores, cancer, sifilis,
e malaria (MILLIKEN, 1997; BARRETO, 1998; LUZ, 2001; AGRA, FREITAS e
BARBOSA-FILHO, 2008; COELHO-FERREIRA, 2009; REBOUCAS et al.,
2013).

O estudo fitoquimico da casca e das folhas realizado por Barreto (1998)
permitiu o isolamento e identificacdo dos seguintes compostos: estigmasterol,
sitosterol, cicloartenol, 33-cinamato de a-amirina + 3p3-cinamato de [-amirina,
3B-acetato de a-amirina, 3B3-acetato de B-amirina, 3p3-cinamato de lupeol, 3p3-
acetato de lupeol, acido ursélico, metilmioinositol, acido 1B-O-B-D-
glucopiranosilplumérico, 1B-O-B-D-glucopiranosilplumeridio, plumericina e
isoplumericina.

Sequeira e colaboradores (2009) realizaram um estudo que comprovou
propriedades antibacterianas/ antifungicas do latex e de extratos (metandlico,
hexéanico e acetato) de folhas, casca e galhos de H. articulatus. Os resultados
obtidos demonstraram que o0s extratos metandlicos e latex inibiram o
crescimento de Candida albicans, o extrato metandlico das folhas inibiu o
crescimento de Staphylococcus aureus e bacilus subtilis e 0 extrato metandlico
de galhos inibiu B. subtilis.

Outro estudo realizado por Reboucas e colaboradores (2011)
demonstrou a atividade antiproliferativa de H. articulatus sobre linhagens de
células cancerigenas humanas, como por exemplo: HT-29- adenocarcinoma de
colon, NCI-H460- carcinoma de pulmé&o de células, MCF-7- cancer de mama,
OVCAR-3- adenocarcinoma ovariano. O estudo conclui que o extrato bruto da

casca de H. articulatus produziu atividade citotoxica fraca sobre estas
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linhagens. No entanto, a fracdo butandlica mostrou-se ativa apenas contra
células tumorais, enquanto a fracdo cloroférmica possui alta atividade sendo
semelhante ao controle positivo (etoposideo).

Reboucas e colaboradores (2012) também investigaram a atividade
antigenotoxica/genotoxica e mutagénica do latex de H. articulatus, através das
metodologias de ensaios do cometa e microndcleo. Entdo, sob as condi¢cbes
experimentais o latex de H. articulatus ndo aumentou a frequéncia de danos no
DNA, mensurados através do ensaio do cometa/microndcleo em camundongos
tratados, indicando atividade ndo genotdxica e ndo mutagénica. Além disso, o
latex de H. articulatus exerceu efeito protetor contra danos no DNA induzidos
por peréxido de hidrogénio.

Os extratos aquoso e etandlico de H. articulatus também foram
analisados quanto suas propriedades mutagénicas e genotoxicas, demonstrou-
se que o0s extratos ndo sdo genotoxicos e reduzem o efeito clastogénico
provocado pelo perdxido de hidrogénio. Em parte, estes resultados podem ser
atribuidos ao perfil fitoquimico de H. articulatus, que possui iridéides e
compostos fenolicos (REBOUCAS et al., 2013).

3.10.2 Himatanthus bracteatus (Woodson, 1937)

H. bracteatus foi investigada, por Lima e colaboradores (1947) quanto a
sua atividade antibacteriana, demonstrando que o extrato de suas sementes
apresentou grande inibicdo sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Mello e colaboradores (1975) identificaram no latex de H. bracteatus
substancias quimicas como: acetato de (- amirina, e acetato de lupeol,
compostos que apresentam inibicdo notavel detumores sélidos, como
carcinoma de Ehrlich e sarcoma 180.

Fraga, Andrade Silva et al.(2009) realizaram uma comparacao
farmacoldgica entre trés espécies do género Himatanthus (H. drasticus, H.
sucuuba e H. bracteatus). Este estudo cita que a casca de H. bracteatus,
diferentemente das outras duas espécies estudadas, ndo possui cristais
prismaticos de oxalato de calcio. Além disso, a analise por cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia revelou que o plumerideo e iridoides estéo

em maior concentracdo em extratos de folhas e latex de H. bracteatus e H.
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sucuuba, e o isoplumerideo apresenta baixa concentracdo em todas as

amostras analisadas.

3.10.3 Himatanthus fallax (Plumel,1990)

Apenas um estudo foi encontrado sobre essa espécie, que foi realizado
por Abdel-Kader e colaboradores (1997). Neste trabalho foram isolados de H.
fallax os compostos plumericina e isoplumericina cujo ja foi isolado de outras

espécies do género Himatanthus.

3.10.4 Himatanthus lancifolius (Woodson,1937)

Himatanthus lancifolius, popularmente conhecida como agoniada € uma
planta nativa que cresce em diferentes areas do Brasil, precisamente nos
estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Goias e
Amazonas, sendo descrita oficialmente na Farmacopeia Brasileira |
(BRANDAO et al., 2006). Esta espécie é utilizada na medicina tradicional para
o tratamento de varias doencas de pele, febrifuga, emenagoga, purgativa,
antitlcera, asma, sifilis, e principalmente como estimulador de contracdes
uterinas, auxiliando na concepcao e regularizagcdo da menstruacédo (CORREA
et al., 1998).

Um glicosilplumerideo foi isolado de H. lanciofolius (BARRETO et al.,
1998). Souza, Stinghen e Santos (2004) analisaram a fracdes de H. lanciofolius
ricas em alcaldides, quanto a sua atividade antimicrobiana, constatando sua
atividade de largo espectro contra bactérias gram-postivas e gram-negativas.
Esta espécie foi estudada por Rattmann e colaboradores (2005) quanto a
capacidade de resposta muscular, 0 que resultou em alteracdes na resposta da
musculatura lisa vascular e ndo vascular, acarretada por bloqueio da entrada
de célcio, mudanca na utilizagdo ou mobilizacdo. Baggio e colaboradores
(2005) demonstraram o efeito gastroprotetor de alcaloides inddlicos isolados de
H. lancifolius em experimentos de inducdo de lesdo gastrica por etanol e

reducado de acido gastrico induzido por ligadura pilérica.
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O composto uleina isolado de H. lancifolius mostrou acéo
antiulcerogénica (FINAU, 1996) e estimulante nas vias de producdo de 6xido
nitrico pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS) em experimentos com linhagens
celulares (RAEC e B16F10). Este composto também apresentou atividade
inibitéria da enzima acetilcolinesterase (SEIDL et al., 2010). A fracdo rica em
uleina isolada de H. lanciofolius foi descrita por Nardin e colaboradores (2010)
como inibidor da proliferacdo de linfécitos estimulados por fitohemaglutinina.
Esta fracdo também inibiu a proliferacdo de linhagens celulares leucémicas de
origem linfocitarias como Daudi e REH (NARDIN et al.,, 2010; LIMA et al.,
2010). A mesma fragdo também demonstrou interferir no processo de migracéo
leucocitaria, sugerindo que H. laciofolius diminui este processo através do
composto uleina, consequentemente possuindo efeito anti-inflamatério
(NARDIN et al., 2008).

3.10.5 Himatanthus obovatus (Woodson,1937)

H. obovatus é conhecida como tiborna, Angélica, pau-de-leite, janauba e
leiteiro. O cha de suas folhas € utilizado no norte do Brasil como depurativo, no
tratamento de pressao alta, manchas de pele, espinhas e coceiras. O seu latex
é utilizado no tratamento de Ulceras estomacais (COELHO e AZEVEDO, 2000).

Lima (2005) realizou o estudo fitoquimico de H. obovatus que isolou
cinco lignanas: pinoresinol, isolariciresinol, hidroxipinoresinol, lariciresinol e
olivil; trés nor-isoprendides (classe de composto que ainda nao tinha sido
isolada deste genéro) e um iridéide. Este iridoide ja havia sido isolado de H.
fallax e H. phagedaenicus, mas ndo em H. obovatus. Além disso, foram
isoladas duas misturas de terpenos (acetato de lupeol + acetato de a-amirina +
acetato de B-amirina + germéanico e estigmasterol + [ -sitosterol +
campesterol).

Em outros estudos envolvendo H. obovatus esta foi analisada quanto a
sua atividade antiplasmodica e larvicida contra Aedes aegypti, porém néao
houve resultados significativos (MESQUITA et al., 2007; OMENA et al., 2007).
Entretanto, esta espécie foi testada contra Leishmania donovani demonstrando
uma Clso de 7,5 ug/mL (MESQUITA et al., 2005).
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Em estudos in vitro o extrato das folhas de H. obovatus apresentou alta
atividade inibitéria contra proliferacdo de células mononucleares sanguineas
estimuladas com fitohemaglutinina (SOUZA-FAGUNDES et al., 2002). Além
disso, H. obovatus teve atividade citotoxica contra linhagens celulares
cancerigenas (MESQUITA et al., 2009).

3.10.6 Himatanthus phagedaenicus (Woodson,1937)

H. phagedaenicus é conhecida popularmente no norte do Brasil como
leiteiro, banana de papagaio e angélica do mato. Seu latex é usado na
medicina popular como anti-helmintico, em afeccdes herpéticas, Ulceras,
verrugas e psoriase (PIO CORREA, 1994).

A composicdo quimica de ramos de H. phagedaenicus € caracterizada
pela presenca de iriddides lactonas tais como: plumericina, isoplumericina e
alamandina; iriddides glicosideos como penta-O-acetil plumerideo associado a
sacarose octacetilada; e triterperpendides a-amirina, B-amirina e lupeol
(VANDERLEI et al., 1991). O acido B-dihidroplumericinico também foi também
desta espécie (VELOSO, NAGEM e OLIVEIRA 1999)

Vanderlei e Souza Brito (1985, 1989) realizaram o estudo farmacolégico
comprovando que H. phagedaenicus inibiu a diurese induzida por sobrecarga
hidrica em ratos, aumentou a glicemia em ratos com diabetes induzida por
aloxano. Esta espécie também provocou efeito contratili acentuado na

musculatura lisa intestinal de ileo isolado de cobaia.

3.10.7 Himatanthus sucuuba (Woodson,1937)

H. sucuuba é conhecida vulgarmente como sucuba, sucuuba e
janaguba. O uso de seu latéx é muito difundido na medicina popular da regiao
norte do Brasil, principalmente no tratamento de cancer. Este latex também é
utilizado como fungicida, antianémico, vermifugo, anti-inflamatério (SILVA et
al., 1998; DE; MIRANDA et al., 2000).
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Os compostos quimicos mais isolados dessa planta sdo iridoides,
encontrados no caule e no latex, como fulvoplumierina, plumericina,
isoplumericina, acido confluéntico, acido metilperlatdlico, &cido 15-
desmetiplumerideo (PERDUE; BLOMSTER, 1978; ENDO et al., 1994; SILVA et
al., 1998; WOOD et al.,2001; AMARAL et al., 2007).

Os estudos farmacolégicos evidenciaram atividades anti-inflamatoria e
analgésica, com inibicdo da producédo de éxido nitrico, y-interferon e via do NF-
Kb, dos iridéides presentes na casca do caule e no latex de H. sucuuba. Além
disso, o efeito cicatrizante e baixa toxicidade reprodutiva e teratogénica em
ratas, indicando que seu consumo € seguro na espécie humana para o
tratamento de gastrites e hemorroidas (GUERRA e PETERS, 1991; VILLEGAS
et al., 1997; SILVA et al., 1998; DE MIRANDA et al., 2000; SOUZA, et al., 2006;
FAKHRUDIN et al., 2014). Também foi reportada atividade sobre a pressao
sanguinea, musculatura lisa, permeabilidade capilar, cicatrizante e anti-
leishimaniose (VILLEGAS, 1997; CASTILLO, 2007; SOARES, 2010).

Soares e colaboradores (2010) realizaram avaliacdo de parametros
toxicoldgicos reprodutivos. Os parametros avaliados foram o desenvolvimento
materno e a frequéncia de anormalidades fetais. Contudo, o estudo concluir
que o grupo tratado com 500 ug/mL apresentou um decréscimo significativo de
ganho de peso materno e fetal e eficiéncia placentaria quando comparada com
o0 grupo controle. Neste grupo também houve aumento da ossificacdo do
metacarpo. Resumidamente, H. sucuuba causou restricdo do crescimento
intrauterino, perda na pré-implantacdo e atraso no desenvolvimento em altas

doses testadas.

3.10.8 Himatanthus drasticus (Plumel,1990)

Himatanthus drasticus (Plumel, 1990) é conhecido popularmente como
tiborna, jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, janauba no Ceara,
pau-de-leite no Piaui, janaguba no Rio Grande do Norte, sucutba na Amazénia
(Plumel, 1991).

O latex de H. drasticus tem indicacéo popular contra o cancer de pulméo

e linfatico, vermes intestinais, febre e Ulceras gastricas (LORENZI e MATOS,
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2008). Estudos realizados por Mesquita e colaboradores (2005) das raizes de
H. drasticus indicaram que apresentam efeito leishmanicida contra
promastigotas de Leishmania donovani. Estudos prévios com as espécies de
Himatanthus demonstraram atividade farmacolégica contra carcinoma
epidermdide nasofaringe humano (PERDUE e BLOMSTER, 1978)

Himatanthus drasticus (Plumel, 1990), como outras espécies do género
Himatanthus foram escassamente relatadas em relacdo aos seus estudos
fitoquimicos e suas atividades bioldgicas. Colares et al., (2008) isolaram e
identificaram do extrato etanodlico da casca, o triterpeno cinamato de lupeol que
provavelmente é uma substancia com perspectivas de apresentar atividade
antitumoral. Outro trabalho com acdo farmacoldgica dessa espécie foi o efeito
gastroprotetor do latex através de lesdo gastrica induzida por etanol e
indometacina.

Luz e colaboradores (2014) realizaram prospeccéo fitoquimica da casca
H. drasticus, concluindo que esta apresenta compostos pertencentes as
classes dos alcalbdides e taninos, que podem ser potencialmente ativos em
modelos biolégicos e farmacolégicos. Também apresenta cumarinas com
potencial antimicrobiano, anti-inflamat6rio, antiviral e antioxidante; além do
potencial de acdo antifungica e hipocolesterolemiante das saponinas.

Outros estudos farmacolégicos como realizado por Sousa e
colaboradores (2010) apontam baixa toxicidade do extrato metandlico bruto de
folhas de H. drasticus e atividade antitumoral significativa em modelo
experimental de sarcoma 180. Além deste estudo Mousinho e colaboradores
(2011) investigaram o efeito antitumoral de proteinas do latex de H.drasticus,
neste trabalho é citado atividade anti-tumoral, que pode ser associada com
propriedades imunoestimulantes. Ja Lucetti e colaboradores (2010) estudaram
0 possivel mecanismo da acéo anti-inflamatoria do acetato de lupeol isolado de
H. drasticus, que provavelmente envolve o sistema opidide, porém mais
estudados sdo necessérios para a confirmagdo. Por fim, Colares e
colaboradores (2008), descreveram atividade antinociceptiva de H. drasticus
avaliada em teste de contor¢des induzidas por acido aceético, porém no teste de
chapa quente ndo houve efeito significante.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto inicial foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Amapa- CEUAUNIFAP, recebendo aprovacdo e
registro com protocolo n°004/2015. Os protocolos experimentais foram
realizados no Laboratério de Pesquisa em Farmacos, do Departamento de
Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal do Amap4 situado em

Macapa, Ap-Brasil.

4.2 OBTENCAO E CONTEUDO DE SOLIDOS DA FITOPREPARACAO
POPULAR A BASE DE LEITE DE JANAGUBA (H. drasticus)

A fitopreparacdo popular a base de leite de Janaguba foi adquirida de
um revendedor popular localizado no seguinte endereco: Rua Luiz Pereira, 14-
Pimenta-CEP: 63.105-120, Crato-CE-Brasil. O contéudo de soélidos da FPLJ foi

determinado através de liofilizacdo em triplicata e expresso em percentual p/p.

4.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

4.3.1 Animais experimentais

Os peixes da espécie Danio rerio foram adquiridos da empresa Acqua
New Aquarios e Peixes LTDA ME situada em Itagassu- PE, sob o protocolo de
autorizacdo de uso n°® 526140011289802 de 07 de maio de 2014, com registro
no IBAMA n° 82957, sendo transportado por via aérea até a cidade de Macapa
pela empresa Gollog servicos de cargas aéreas, protocolo de envio n°
12700094619755. Os mesmos foram mantidos em quarentena na plataforma

zebrafish do laboratério de pesquisa em farmacos.

4.3.2 Avaliagdo dos parametros comportamentais de D. rerio em
condi¢des normais e sob tratamento com FPLJ.
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Para a realizacéo deste estudo, foram utilizados um total de 90 animais,
tanto para a analise histolégica como para comportamental. Para todos o0s
experimentos foram utilizados animais adultos de 6 a 8 meses. Os animais
foram mantidos na plataforma zebrafish do laboratério de Pesquisa em
Farmacos na temperatura 26 + 2° C com ciclo de luz de 10 horas claro/14
horas escuro. Foi utilizada agua normatizada (ISSO 1996) para a manutencao
dos peixes adultos. Para a producdo de agua padronizada, utilizou-se agua
deionizada e os seguintes sais foram adicionados: CaCl, x 2H,O (117 mg/L),
MgSO,4 x 7 H20 (49,3 mg/L), NaHCO3 (25,9 mg/L) e cloreto de potassio (2,3
mg/L) (Sigma Aldrich).

Os peixes adultos foram alimentados com racdo comercial e Artemia
salina. Estes foram tratados de acordo com o0 guia para 0 cuidado e uso de
animais de experimentacdo. O comportamento dos peixes foi avaliado por um
observador humano e filmado, apo6s 0,3,6,12,24,27,30 e 48 horas em

condi¢gbes normais e sob tratamento.

Origem adaptacédo e
observacédo da sanidade
dos peixes

Controle da
temperatura (26+2°c)

Aclimatacdo a agua de
diluicdo por 4 semanas

Ensaio preliminar de exposi¢ao a FPLJ

Ensaio definitivo de exposi¢do a FPLJ

Obtengéo da CLsg
|

Analise comportamental,
mortalidade e histologia dos peixes

Figura 8 Fluxograma com o resumo da metodologia experimental

4.3.3 Determinacéao da CLsg

Em aquario de vidro de 1 litro a FPLJ, foi pesada, e diluida em diferentes
concentracdes (500, 750, 1000 e 1500 ug/mL) para obtencéo da concentragédo

letal média (CLsp). Sendo assim, cada concentracdo foi realizada em triplicata
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(Figura 9), utilizando-se 15 animais para cada concentracdo e 0S peixes

permaneceram em contato com a solugéo por 48 horas.

Figura 9: Exposicao de D. rerio a diferentes concentragfes da FPLJ.

4.3.4 Avaliacao dos parametros comportamentais

A analise comportamental foi realizada através da exposicéo de 5 peixes
(triplicata n=15) em cada aquario contendo as solu¢des testadas durante 48
horas. Nesse periodo foi observado o comportamento dos peixes apos a
aplicacédo de FPLJ. O comportamento foi avaliado por um observador humano
e filmado, apés: 0, 3, 6, 12, 24, 27, 30 e 48 horas da exposicao a FPLJ. As
reacbes comportamentais foram caracterizadas em trés estagios seguindo o
protocolo descrito Ribeiro (2013):

v' Estagio I: 1) aumento na atividade do nado; 2) espasmos e 3)
tremores no eixo da cauda;

v Estagio II: 1) Nado circular e 2) Perda de postura

v' Estagio lll: 1) Perda da motilidade; 2) Deposi¢do do animal no

fundo aquario e 3) Morte

4.3.5 Monitoramento da mortalidade
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A mortalidade foi monitorada continuamente, e 0s peixes foram
considerados mortos quando o movimento do opérculo e resposta a estimulos
mecanicos ja ndo puderam ser detectados. Apés o término do experimento, 0s
peixes restantes foram eutanasiados por anestesia por resfriamento, seguindo
a recomendacdo da AVMA (American Veterinary Medical Association)

Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013 Edition Members.

4.3.6 Avaliacdo dos parametros histopatolégicos

Para avaliacdo histologica, os 6rgaos (branquias, figado e rim) foram
fixados em solucdo de Bouin por 24 horas. Os peixes fixados tiveram as
nadadeiras removidas e calda seccionada na linha que vai do anus até a
porcao posterior da nadadeira dorsal, este procedimento reduz o tamanho dos
blocos, o que facilita a microtomia. Em seguida, apds a fixacdo as pecas foram
descalcificadas em solucdo de EDTA a 7% por 48 horas. As metades foram
desidratadas em bateria de &lcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em

parafina (em lentilhas, Inlab®), como se segue:

Desidratacgéo:
e Alcool 70% (1 hora)
e Alcool 80 % (1 hora)
e Alcool 90% (1 hora)
e Alcool absoluto | (1 hora)

e Alcool absoluto Il (1 hora)

Diafanizacéo:

e Xilol'l (407)
e Xilol'll (407)
Impregnacao:

e Parafinal (1 hora)

e Parafinall (2 horas)
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Inclusao:

e Parafina Pura

Os blocos foram cortados longitudinalmente em micr6tomo rotativo
automético (Slee Medical,cut 6062) com navalhas descartaveis (Slee) na
espessura de 5 um. Para a realizagao dos cortes os peixes foram posicionados
em decubito lateral. Os cortes foram dispostos em laminas de vidro para
microscopia Optica, as quais foram dispostas por 25 minutos em estufa 50°C
para a secagem e melhor aderéncia do material.

O material foi corado em HE (Hematoxilina de Harris- Laborclin e eosina

amarelada- Inlab), de acordo com o seguinte protocolo:

e Xilol 100 % (10’)

e Alcool absoluto | (3")

e Alcool absoluto 11 (3")

e Alcool 95% (3)

e Alcool 80% (3’)

e Alcool 70% (3)

e Agua destilada (apenas mergulhar e retirar)
e Hematoxilina (3’)

e Agua destilada (5')

e FEosina (6’)

e Agua destilada (apenas mergulhar e retirar)
e Alcool 70% (10”)

e Alcool 80% (10”)

e Alcool 90% (10”)

e Alcool absoluto | (10”)

e Alcool absoluto 11 (1')

e Xilol 100% (1)

e Montagem da lamina com Balsamo do Canada

Para a analise dos Orgados dos peixes submetidos aos testes de

toxicidade, foram preparadas 4 laminas por peixe, com cada lamina contendo
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de 4 a 6 cortes. Estes foram realizados “de dentro para fora” do peixe, ou seja,
como os peixes foram incluidos em metades, foi possivel iniciar os cortes da
espinha dorsal em direcdo a pele. Esse procedimento, diminui o desgaste da
peca. Em seguida, os cortes foram observados em microscopio Optico
Olympus-micronal BX41 e fotografados com céamera MDCE-5C USB 2.0
(digital) (Figura 10). Além deste procedimento foi feita analise por microscopia
eletrdnica de varredura (Microscépio: Hitachi TM3030PLUS)

Figura 10: algumas etapas do processo de confeccdo dos cortes histoldgicos.
Fonte: Propria

4.3.7 Método de analise do material preparado

Para a analise das laminas foi considerada uma série de alteracdes
histopatolégicas nas branquias, figado e rins, conforme mostram os quadros
1,2 e 3, que foram classificadas em ordem de gravidade em que as ocorréncias
foram registradas. Isso possibilitou a aplicacdo de dois indices para a avaliacao
das alteracdes. Um deles é o VMA (valor médio de avaliacdo), proposto por
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Schwaiger e colaboradores (1997), calculado a partir da analise
semiquantitativa baseada em uma escala de severidade e ocorréncia das

lesdes:

Grau 1: sem alteracdes patologicas;
Grau 2: alteracdes pontuais brandas e moderadas;
Grau 3: alteracdes patoldgicas severas e amplamente distribuidas.

Estes valores foram determinados separadamente para cada orgao de
cada animal e a média e o erro padréo entre os peixes de cada local foram
calculados. O outro indice utilizado foi o IAH (indice de altera¢des histoldgicas)
utilizado por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) na avaliacdo de efeitos
cronicos da poluicdo nas branquias de trés espécies de peixes ciprinideos. Este
indice foi baseado em uma lista de lesdes branquiais, sendo cada tipo de lesao
classificado, conforme a severidade, em estagios 1,1l e 111

De acordo com os autores, 0s estagios sdo assim descritos:

Estagio I: alteracbes que ndo comprometem o funcionamento do tecido
Estagio Il: alteracbes mais severas que comprometem o funcionamento normal
do 6rgao.

Estagio Ill: alteragcdes muito severas ou irreversiveis.

A partir dessa classificacdo das lesbes em estagios, os autores
assumiram empiricamente que a cinética das alteracdes tem um crescimento

exponencial. Entédo:

a) para o primeiro estagio: 10°
b) para o segundo estagio: 10*
c) para o terceiro estagio: 10?

Assim, os indices foram calculados de acordo com a seguinte equacéo:

—\yna nb 1 2ync .;
I= Y% ai + 10 37, bi + 10° X7 ci

N
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Sendo:

a: primeiro estagio de alteracdes

b: segundo estagio de alteracdes

c: terceiro estagio de alteracoes

na: numero de alteracdes consideradas como sendo de primeiro estagio
nb: nimero de alteracdes consideradas como sendo de segundo estagio
nc: nimero de alteragcbes consideradas como sendo de terceiro estagio

N: nimero de peixes analisados por tratamento

No presente trabalho, esta equacdo foi utilizada para calcular o indice de
alteracdes nao s6 nas branquias, mas também nos rins e figado. Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994) estabeleceram, ainda, as seguintes relacées entre 0s
valores e os efeitos nas branquias. No presente trabalho essas relagdes foram
extrapoladas para os rins e o figado. Entdo, de maneira geral, as relacdes

ficaram assim estabelecidas:

Valores Efeitos
0-10 orgéao funcionalmente normal
11-20 orgado com alteracdes de leves a
moderadas
21-50 orgao com alteracdes de moderadas
a graves

>100 Orgdo com danos irreversiveis
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Quadro 1 Alteracdes histologicas consideradas na analise das branquias de D.rerio expostos
as diferentes concentragfes de FPLJ

ALTERACOES HISTOLOGICAS ESTAGIO

a) hipertrofia e Hiperplasia do tecido respiratorio

Hipertrofia das células epiteliais I

Adelgamento epitelial I

Deslocamento ou elevacao das células do epitélio I

Ruptura epitelial I

Hiperplasia das células epiteliais na base das lamelas secundarias I

Hiperplasia das células epiteliais ao longo das lamelas secundarias I

Fuséo parcial (na base ou no topo) das lamelas secundarias I

Fusdo completa de algumas lamelas secundérias I

Degeneracao celular I

Infiltracao de leucécitos no epitélio branquial I

b) Alteragdes nas células mucosas e cloreto

Hipertrofia e/ou hiperplasia das células mucosas I

Presenca de células mucosas nas lamelas secundarias I

Hipertrofia e/ou hiperplasia das células de cloreto I

Presenca de células de cloreto nas lamelas secundarias I

c) Alteragdes nos vasos sanguineos lamelares

Dilatacao dos capilares I

Desarranjo dos capilares I

Congestéao vascular I

Hemorragia causada por ruptura de capilares I

Aneurisma lamelar 1

d)Estagio terminal

Fibrose 11|

Necrose 11|

e) Parasitas branquiais

Presenca de parasitas I

O estagio considerado para cada alteragdo esté indicado na segunda coluna. Baseado em
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).
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Quadro 2 AlteragGes histologicas consideradas na analise dos figados de D.rerio expostos as

diferentes concentracdes de FPLJ

ALTERACOES HISTOLOGICAS

ESTAGIO

a) Alteracdes nos hepatocitos

Desarranjo dos corddes hepaticos

Perda ou atipia do contorno celular

Perda ou atipia do contorno nuclear

Aumento do volume celular

Aumento do volume nuclear

Atrofia nuclear

Intensa vacuolizagéo citoplasmética

Vacuolizacao Nuclear

Diminuicéo da frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos

Degeneracao citoplasmatica

Degeneracao nuclear

Rompimento celular

Diminuic&o do glicogénio

Estagnacao biliar

b) Alteracdes nos vasos sanguineos

Aumento da frequéncia relativa de vasos sanguineos

Hiperemia

Ruptura de vasos

Aumento do volume relativo dos vasos

c) Alteragdes nos canaliculos biliares

Degeneracao dos canaliculos biliares

d) Estagio terminal

Necrose (focal ou total)

O estagio considerado para cada alteragdo esta indicado na segunda coluna. Baseado em

Rigolin-S& (1998) .
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Quadro 3 Alteracdes histolégicas consideradas na analise de rins de D.rerio expostos as

diferentes concentracdes de FPLJ

ALTERACOES HISTOLOGICAS

ESTAGIO

a) Alteracdes no tecido linfoide

Perda do contorno celular ou contorno celular atipico

b) Alteracdes nos glomérulos e tubulos renais

Degeneracao hialina tubular leve

Degeneracao hialina tubular severa

Hipertrofia das células tubulares

Desorganizacéo tubular

Desorganizagao glomerular

Degeneracao tubular

Degeneracao Glomerular

Aumento do espaco da Capsula de Bowman

Diminuicédo do espaco da Cépsula de Bowman

Dilatacao dos capilares glomerulares

Degeneracao citoplasmatica das células tubulares

Degeneracao nuclear das células tubulares

Presenca de tubulos em regeneracao ou de “novos néfrons”

Presenca de muitos granulos PAS-positivos no epitélio tubular

Obstrucéo tubular

Aumento do Iitmem tubular

Presenca do tecido linfoide na capsula de Bowman

Diminuicdo da frequéncia relativa de glomérulos

c) Alteracdes nos vasos sanguineos

Dilatacdo dos vasos sanguineos

Hiperemia

Ruptura dos vasos sanguineos

d) Estagio terminal

Necrose

O estagio considerado para cada alteragéo esta indicado na segunda coluna. Baseado em

Rigolin-S& (1998) e em alteracdes descritas por Takashima e Hibiya (1995).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores da CLsp mais seus intervalos de confianga de 95% foram
calculados pela andlise de probitos utilizando o Software GraphPad Prism
versao 5.0. Para analise dos dados histolégicos aplicou-se ANOVA (one-way)
seguida do teste de Tukey-Kramer para comparacdo dos grupos teste e
controle. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Resultados
com p<0.05, p<0.01 e p<0.001 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE SOLIDOS DA FITOPREPARACAO POPULAR A BASE DE
LEITE DE JANAGUBA

A FPLJ teve o teor de solidos estimado através de liofilizagdo em
triplicata (Tabela 2). Sendo assim, o rendimento obtido foi de 1,85%, este foi
considerado para calcular a quantidade da FPLJ, dissolvida para a obtencéo

das concentracoes testadas.

Tabela 2 Teor de sélidos da FPLJ

Triplicata 01 02 03

Teor de solidos 1,35 1,37 2,83

Média: 1,85 %; Desvio Padrao: + 0,85

A FPLJ como ja discutido anteriormente € o latex que exsuda da
janaguba, sendo diluido 1:10 em agua. O mesmo é comercializado em
localidades da regido nordeste, onde possui diversas indicagdes pela medicina
popular.

Vale e colaboradores (2014) obtiveram o rendimento por liofilizacdo do
extrato etandlico das cascas de Himatanthus articulatus (Woodson, 1937)
equivalente a 16,82%. Entretanto, Vilhena (2012) obteve um rendimento de
3,64% do extrato de H. articulatus, por maceracdo. Tal diferenca nos
rendimentos pode ser explicada pelas diferentes técnicas utilizadas.

Outro estudo realizado por Sousa (2009) alcancou rendimento de
20,12% do extrato metandlico de folhas de H. drasticus. Neste estudo, realizou-
se trés extracoes a frio, do material triturado em metanol, submetido a extracao
continua (48 horas para cada extracdo), seguidamente estes foram filtrados e

evaporados a vacuo.
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5.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS DE D. rerio
SOB TRATAMENTO COM FITOPREPARACAO POPULAR A BASE DE LEITE
DE JANAGUBA

A exposicdo através de imerséo do D. rerio as diferentes concentragdes
da FPLJ desencadearam expressivas alteracdes comportamentais nos peixes
apenas nas concentracbes mais elevadas (1000 e 1500 pg/mL). Tais
alteracdes foram classificadas em trés estagios: I, Il e Ill (Tabela 3). Ribeiro
(2013) classificou as alteragbes comportamentais de D. rerio em trés estagios
a0 expor esses organismos ao extrato etandlico de Jambu (Spilanthes acmella)
e observou que essas alteragOes iniciam com o aumento da excitabilidade do
animal, culminando com a perda da postura. Custédio (2015) também utilizou
esta classificacdo para avaliar as alteracdes comportamentais frente ao
tratamento com nanoemulsao de alcool perilico.

O comportamento dos peixes foi filmado por dois minutos durante os
intervalos de observacdo. A acdo toxica da FPLJ variou de acordo com a
concentracdo administrada, nas duas concentracfes menores 0S peixes
apenas manifestaram alteracdbes mais brandas e em menor frequéncia,
enquanto que nas duas concentracdes maiores, severas alteracOes
comportamentais foram observadas. A manifestacdo de sinal de estresse e
fuga (aumento da atividade de nado) esteve presente em todas as
concentracdes na hora zero de exposi¢cdo. Na concentracdo mais elevada da
FPLJ (1500 pg/mL) as alteragcbes comportamentais foram: aumento na
atividade de nado, tremores no eixo da cauda, perda da motilidade, perda de
postura, deposicdo do animal no fundo do aquario e finalmente mortes. Além
destas manifestacbes a respiracdo superficial dos peixes tambéem foi
observada.

Segundo Little e colaboradores (1993) o aumento da atividade natatoria
é dentre as alteracdes comportamentais a mais importante, pois € um indicador
que integra a condicdo interna do animal. Schreck e colaboradores (1997)
descrevem que a exposicao do peixe a uma situacdo de estresse, desencadeia
0 seu primeiro mecanismo de defesa, que na maioria das vezes, € 0

comportamento de fuga, na tentativa de diminuir a probabilidade de morte, ou
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entdo, pode ocorrer um comportamento de economia do gasto metabdlico para

manter a homeostasia fisiologica geral.

Tabela 3 Alteracdes comportamentais das diferentes concentracées da FPLJ e controle sobre
o D. rerio em diferentes horas de observacao.

Alteracbes comportamentais das diferentes concentracbes da FPLJ e
controle sobre D. rerio

500 750 1000 1500 Controle
Mg/mL de pg/mLde pg/mLde pg/mL de
FPLJ FPLJ FPLJ FPLJ
Estagiol 0 1 1 1 1,3
Estagioll 0 1 1,2 1,2
Estagio Illl O 2,3
Estagiol 3hs 1 2
Estagioll 3hs 1 1,2
Estégio Ill  3hs 2,3 2,3
Estagiol 9hs 1
Estagio Il  9hs
Estagio lll  9hs 2 2
Estagiol 24hs 1
Estagio Il  24hs
Estégio Ill  24hs 2,3 2,3
Estdgiol 27hs 1
Estagioll 27hs
Estégio Ill  27hs 2
Estagiol 33hs 1
Estagio Il  33hs
Estagio lll 33hs 2
Estagiol 48hs 1
Estagioll 48hs
Estagio lll  48hs 2
Estagio I: 1) aumento na atividade de nado, 2) espasmos e 3) tremores no eixo da cauda;
Estagio 1l: 1) nado circular e 2) perda da postura; Estagio Ill: 1) perda da motilidade, 2)

deposicao do animal no fundo do aquério e 3) morte.

As alteracdes comportamentais reportadas por Ribeiro (2013) (aumento
da atividade de nado, tremores no eixo da cauda, perda da motilidade/postura

deposicdo do animal no fundo do aquario e mortes) na concentracao de 0,17
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mg/mL (170 ug/mL) de extrato etandlico de Jambu, sdo semelhantes as duas
maiores concentragdes da FPLJ (1000 e 1500 pg/mL).

Souza (2015) cita que nas concentracbes de 35 e 50 ug/L de
nanoemulsdo de alcool perilico apresentaram alteracdes como: aumento da
atividade de nado, tremores no eixo da cauda, perda da motilidade/ postura
deposicdo do animal no fundo do aquéario e mortes. Estas alteracfes também
foram similares as alteracdes comportamentais apresentadas com o tratamento

com as duas maiores concentragdes de FPLJ (1000 e 1500 pg/mL).

5.3 DETERMINACAO DA CLs

A tabela 4 apresenta o percentual de animais mortos pelas diferentes
concentragdes da FPLJ. Tais resultados demonstram a susceptibilidade de D.
rerio a FPLJ, em testes preliminares concentra¢des entre 20 a 100 pg/mL ndo
foram capazes de provocar nenhuma morte. Em contrapartida, nenhuma

concentracéo testada foi capaz de provocar 100% de mortalidade.

Tabela 4 Numero e porcentagem de animais mortos pelas diferentes concentracdes de FPLJ
sobre D.rerio

Numero e porcentagem de animais mortos nas diferentes
concentractes de FPLJ sobre D.rerio

Concentracdo 500 pg/mL 750 pug/mL 1000 1500 Controle
Mg/mL Mg/mL
Numero de
animais 0 0 4 13 0
mortos
Porcentagem 0 0 26,7 86,6 0
(%)

Para a determinacdo da concentracdo letal média (CLsp), estes dados
foram plotados no gréfico (Figura 11), foi considerado apenas trés
concentracbes de exposi¢ao, visto que 500 e 750 pg/mL da FPLJ nao
ocasionaram mortes. Sendo assim, a CLsgfoi estimada em 1188,54 ug/mL.

Na literatura ainda n&o esta estabelecido uma concentracdo limite onde
a substancia passa a ser considerada nao téxica para peixes, em especial a

espécie D. rerio. Tal limite em roedores ja esta bem estabelecido na literatura.
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Sendo assim, resta comparar os valores de CLsp, entre as diferentes
substancias ja estudadas, que em D. rerio sdo em sua grande maioria
nanoformulagdes e poluentes ambientais.

A CLso estimada, por Ribeiro (2013), do extrato etandlico de Jambu foi
de 170 pg/mL. Este valor demonstra a baixa toxicidade da FPLJ, cujo a CLsp €
aproximadamente sete vezes maior. Sendo assim, a comparagdo com é de
interessante valia, pois se pode notar o padrao de toxicidade de produtos
naturais, que pode se manifestar de 170 até 1188,54 ug/mL. Tais afericbes
podem servir como base para futuros estudos, que busquem caracterizar a

resposta toxicolégica em D. rerio nos mesmos moldes dos trabalhos.

100-

y=0,1161x - 87,99

500 1000 1500 2000
Concentracao de FPLJ (ng/mL)

Figura 11 Efeito da administracdo das diferentes concentracbes de FPLJ em solucao (500,
750, 1000, 1500 pg/mL) sobre D.rerio n= 15/grupo, CLsq= 1188,54 ug/mL R,=0,9277.

Quando comparada com a CLso de nanoformulagfes a baixa toxicidade
da FPLJ fica ainda mais clara. Sendo assim, a CLsg da nanoemulséo de alcool
perilico, obtida por Souza (2015), foi de 34,3 pg/L. Outro estudo realizado por
Chae e colaboradores (2009) obteve a CLsg, em medaka (Oryzias latipes), de
nanoparticulas de prata igual 34,6 ug/L, semelhante ao valor da CLsy da
nanoemulsédo de alcool perilico. Os dados obtidos pelos estudos ratificam a alta
toxicidade de compostos nanoformulados sobre a espécie D.rerio, pois a CLsg
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destes produtos se manifesta em partes por bilhdo (ug/L), enquanto que

produtos naturais possuem sua CLsoem partes por milhdo (ug/mL).

5.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

As branquias de D. rerio, como ja citado anteriormente sdo formadas por
quatro arcos branquiais bilaterais, possuindo como ramificacbes as lamelas
primarias e lamelas secundarias. A figura 12a representa, uma porcdo de um
filamento branquial de D. rerio.

Segundo Barreto (2007) as branquias devido o seu contato direto com a
adgua durante as trocas gasosas sdo particularmente sensiveis a substancias
toxicas dissolvidas no ambiente aquatico. JA Hoffman e colaboradores (1995)
reportam que as branquias sao locais de potencial absorcao de agentes toxicos
presentes na agua, sendo consideradas como 6rgdo dominante na absorcao
de agentes toxicos, devido as suas caracteristicas como grande superficie de
absorcao, a pequena distancia de difuséo e o grande fluxo contracorrente entre
agua e sangue.

As alteracdes no tecido branquial de D. rerio sob tratamento, por
imersdo, com concentragcfes de FPLJ estdo quantificadas na tabela 5. As
alteracdes histoldgicas de estagio | como: hipertrofia do epitélio respiratorio
(composto pelas lamelas) e hiperplasia das células epiteliais estiveram
presentes em todas as concentra¢cfes administradas.

Segundo Rigolim-S& (1998), a proliferacédo do epitélio respiratério, assim
como a hiperplasia macica e fusdo lamelar, dentre outras mudancas, sao
mecanismos de defesa das branquias, que promovem o aumento da barreira
agua-sangue. A proliferacdo epitelial € uma resposta inicial do aparelho
respiratorio. A hiperplasia é uma resposta inicial do aparelho branquial
caracterizada pelo aumento das fungfes das células e dos tecidos, provocados
pelas alteracGes das atividades fisiologicas. Estes mecanismos séo tipicamente
de defesa, pois reduzem ou até mesmo, impedem totalmente a passagem da
agua entre as lamelas secundarias. Esta perda de superficie respiratoria pode
ocasionar a morte por anoxia (SMART, 1976; RAND e PETROCELLI, 1985;
NOGUEIRA et al., 2011).
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Figura 12 AlteracBes histopatolégicas em branquias de D. rerio expostos a diferentes
concentracdes da FPLJ a) filamento branquial normal em corte longitudinal de D.rerio. CM-
canal marginal; CP- célula pilar; EF- epitélio estratificado do filamento; ELS- epitélio
pavimentoso das lamelas secundérias; LS- lamela secundaria; LP- lamela priméria; SVC- seio
venoso central (400x). b) filamento branquial de D. rerio expostos a 500 uyg/mL da FPLJ.
Observar a hiperplasia das células epiteliais na base das lamelas secundarias (+), presenca de
células de cloreto (seta preta), e presenca de muco (*) (400x). c) filamento branquial de D. rerio
expostos a 750 ug/mL observar o desprendimento epitelial (seta preta) (400x). d) filamento
branquial de D. rerio exposto a concentracdo de 1000 pg/mL, observar a congestdo vascular
acompanhada de dilatagdo dos capilares (1) e a presenca de um foco necrético (N). e)
filamento branquial de D.rerio exposto a concentragdo d 1500 pg/mL da FPLJ, notar necrose
(N) e desarranjo dos capilares (*) (400x). f) branquias de D. rerio expostas a concentracdo de
1500 pg/mL, observar a fuséo de algumas lamelas (seta) e observar a fuséo total de todas as
lamelas primarias (*) (100x).
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Tabela 5 Ocorréncia das alteracdes histopatolégicas em branquias de D.rerio nos grupos
expostos a diferentes concentra¢des da FPLJ

Alteracdo Estagio Controle 500 750 1000 1500
(%) Mg/mL Mg/mL Mg/mL Mg/mL
daFPL) daFPL)J daFPLJ daFPLJ
HTCE I 0 86.6 100 100 100
ADE I 0 0 0 0 0
D-ELS I 0 86,6 100 100 100
HPBLS I 0 100 100 100 100
HPLS I 0 93,3 100 100 100
FPLS I 0 40 66,6 66,6 100
LeuELS I 0 0 0 0 0
HP/HTCM I 0 60 66,6 60 93,3
HP/HTCC I 0 13,3 93,3 60 100
CCLS I 0 86,6 93,3 86,6 93,3
MuLS I 0 26,6 26,6 20 93,3
DiC I 0 100 100 93,3 100
DeC I 0 66,6 100 93,3 100
CVASC I 0 100 100 93,3 100
Par I 0 0 0 0 0
FCalgLS I 0 26.6 60,3 60,3 100
FCtodLS Il 0 0 0 0 53,3
DC I 0 0 66,6 73,3 100
RE I 0 0 0 66,6 100
Hem Il 0 0 0 0 0
An I 0 0 0 20 0
Fib I 0 0 0 0 0
Nec 1l 0 0 0 66,6 86,7

Os valores representam, em porcentagem, a quantidade de peixes que apresentaram as
respectivas alteracdes histopatolégicas, do total de peixes analisados para cada concentragdo (N=15).
HTCE= hipertrofia das células epiteliais; ADE= adelgamento do epitélio; D-ELS= Deslocamento ou
elevacdo do epitélio da lamela secundaria(LS); HPBLS= hiperplasia/hipertrofia das células mucosas;
HPLS= hiperplasia ao longo das lamelas secundarias; HP/HTCM= hiperplasia/hipertrofia das células
mucosas;HP/HTCC= hiperplasia/hipertrofia das células de cloreto; CCLS= células de cloreto nas LS;
MuLS= presenca de muco entre as LS; DiC= dilatagdo de capilares; DeC= desorganizacao de capilares;
CVASC-= congestdo vascular; Par= presenca de parasitas; FCallgLS= fusdo completa de algumas LS;
FCtodLS= fusdo completa de todas as LS; DC= degeneracdo celular; RE= ruptura epitelial; Hem=
hemorragia; An= aneurisma; Fib=fibrose; Nec=necrose.
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A fusdo de algumas lamelas secundarias esteve presente em todas as
concentracOes testadas, sendo mais frequente em concentragcdes de 750, 1000
e 1500 pg/mL. Além disso, a fusdo completa de todas as lamelas secundarias
se mostrou presente na maior concentracdo da FPLJ. Esta alteracdo nédo foi
reportada por Souza (2015). Tal fato se deve provavelmente a rapidez, em
ocasionar mortes, do agente toxico utilizado pelo autor, visto que, as células do
epitélio respiratério podem néo ter tido tempo para proliferar e ocasionar uma
fusdo completa das lamelas secundarias.

Meletti (2003), cita que as células mucosas e as células de cloreto
podem se tornar hiperplasicas e/ou hipertroficas em funcao de agentes toxicos
presentes na agua. A presenca das ceélulas de cloreto e células mucosas nas
lamelas secundarias, bem como sua hipertrofia e hiperplasia, foi observada em
todas as concentracfes. Fato que demonstra o potencial de alteracdo do
metabolismo normal destes tipos celulares quando a FPLJ é administrada.

As alteragcbes nos vasos sanguineos lamelares, de estagio | foram
frequentes em todas as concentragbes. Entretanto, a ruptura de vasos
sanguineos e consequente hemorragia ndo foram observadas em nenhum
grupo. Houve a presenca de aneurisma lamelar em apenas uma concentracao
(1000 pg/mL da FPLJ). Essas alteragdes raramente sdo observadas em
condi¢cBes normais. A infiltracdo de leucécitos no epitélio lamelar que também
nao foi diagnosticada, pode provocar aneurisma ou até mesmo hemorragia por
ruptura epitelial (MELETTI, 2003).

A Unica alteracdo presente de estagio lll, potencialmente mais grave, no
tratamento com FPLJ foi a necrose, que se manifestou nos grupos tratados
com 1000 e 1500 pg/mL. Estas foram as duas unicas concentracdes que
provocaram mortes. Takashima e Hibya (1995) reportaram que muitos agentes
patolégicos podem levar a edemas epiteliais, vacuolizacdo e necrose das
lamelas secundéarias, como observado no estudo. Contudo, tal alteracdo
compromete a funcdo primordial das branquias, cuja funcéo é realizar as trocas
gasosas, pondo em risco a homeostasia do organismo (MELLETI, 2003). Vale
a pena ressaltar que a degeneracdo celular também esteve presente em trés
concentracbes, demonstrando que o tratamento com FPLJ, segue para

manifestacdo necrotica em concentragcdes superiores a 750 ug/mL.
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Os resultados quantitativos (tabela 5) e qualitativos (Figura 12),
comprovam que as concentracdes, provocaram alteracbes sobre as branquias
de D. rerio, quando comparadas com o controle. Quando comparado os IAH da
FPLJ entre si, é possivel observar que apenas a comparacdo entre as
concentracfes de 500 vs. 750 mg/mL néo foi significativa (Figura 13). Além
disso é possivel notar que as concentracdes de 1000 e 1500 foram
responsaveis pelos maiores IAH.

Diferentemente do padréo de toxicidade obtido por Souza (2015), onde
as menores concentracdes de NPOH provocaram os maiores IAH, a exposicao
a FPLJ demonstrou possuir um maior IAH nas maiores concentracgoes.
Provavelmente tal diferenca se deve ao tempo em que a mortalidade dos
peixes ocorreu durante os experimentos, pois NPOH provocou mortalidade dos
animais rapidamente nas maiores concentra¢des, enquanto a FPLJ possui um
tempo de sobrevida maior. Mesmo a maior concentragao testada da FPLJ ndo
provocou 100 % de mortalidade.

Segundo o VMA as branquias mesmo apresentando alteracdes de
estagio Ill como necrose, podem ser classificadas como 6rgaos funcionalmente
normais. Empiricamente valores de IAH entre zero a dez classificam 6rgéos
como funcionalmente normais segundo o VMA. A tabela 6 demonstra que as
branquias estdo funcionalmente normais em todos os tratamentos com a FPLJ.

Os dados obtidos por Souza (2015), quando comparados aos destes
estudos demonstram que nanocompostos sdo mais téxicos as branquias pois o
IAH dos tratamentos com NPOH varia de 54 a 16,9. Diversos estudos apontam
gue nanocompostos podem produzir muitos efeitos toxicos sobre as branquias
de D.rerio, e sdo diretamente relacionados ao tamanho nanométrico destes
materiais, que podem causa diferentes alteragdes morfologicas pela facil

absorcao.
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Tabela 6 Média do indicide de alteragBes histoldgicas (IAH) das Branquias de D.rerio para
cada triplicata (N=5/ 15/grupo) nas concentracBes de exposicdo a FPLJ. Os nimeros
representam as médias dos respectivos grupos.

Triplicatas Controle 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 1500
FPLJ FPLJ Mg/mL Mg/mL
FPLJ FPLJ
01 0,0 0,80 1,46 9,46 9,53
02 0,0 0,86 1,46 8,8 10,2
03 0,0 0,67 1,46 8,87 9,53
Média 0,0 0,77 1,46 9,04 9,75
Erro Médio +0,0 +0,56 10,0 +0,21 +0,22
Padréo
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Figura 13 Média do indicie de altera¢des histopatolégicas observadas nas branquiais de D.
rerio expostos as concentragcbes de FPLJ (500, 750, 100 e 1500 pg/mL). Os pontos
representam a média + EPM (Erro Padrao Médio) de N=15/grupo. ANOVA seguida de Tukey-
Kramer: 500ug vs. Controle p<0.05; 750 pg/mL vs. Controle p<0.001; 1000 vs. Controle
p<0.001; 1500 vs. Controle p<0.001.

O metabolismo hepatico do D. rerio é similar ao de mamiferos e
roedores. Este peixe metaboliza drogas usando vias similares as utilizadas por
humanos. Eles possuem uma vasta gama de enzimas do citocromo P-450, que

permitem reacdes metabdlicas, incluindo a hidroxilagéo, conjugacao, oxidagéo,
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desmetilacdo e deetilacdo. Aléem disso, no figado ocorre a sintese de bile,
armazenamento de lipideos e glicogénio, bem como a producdo de
vitelogenina, proteina presente na pelicula que envolve o0 ovo
(VLIEGENTHART et al., 2014; GOKSOYR e HUSOY, 1998).

O figado de D. rerio apresentam alteracbes histopatologicas nos
hepatocitos, vasos sanguineos e canaliculos biliares, sob tratamento com
FPLJ. Os hepatocitos de D. rerio possuem aspecto tipico descrito como a
maioria dos vertebrados. Na tabela 7 encontram-se quantificada a ocorréncia
de alteracdes hepaticas nos peixes expostos a diferentes concentracdes da
FPLJ. Além disso, os dados qualitativos das alterac6es encontram-se na figura
14 e 15. Todas as alteracbes de estagio | estiveram presentes nas diferentes
concentracfes de tratamento. Pode-se destacar em especial a desorganizacao
dos cordBes hepaticos, perda ou atipia do contorno dos hepatdcitos, intensa
vacuolizacdo citoplasmatica e diminuicdo do glicogénio. Melleti (2003) aponta
que a vacuolizacdo citoplasmética nos hepatécitos pode ser uma medida
indireta, porém ndo muito precisa da quantidade de glicogénio ou de lipideos
contidos neste tipo celular.

Silva (2004) reporta que a reducdo na quantidade de glicogénio no
interior dos hepatdcitos pode representar o inicio de uma resposta nao
especifica ao estresse, induzida em peixes por diferentes compostos quimicos.
Todas as alteracbes de estagio | estiveram presentes nas diferentes
concentracdes de tratamento. Pode-se destacar em especial a desorganizacao
dos corddes hepéticos, perda ou atipia do contorno dos hepatdcitos, intensa
vacuolizacdo citoplasmatica e diminuicdo do glicogénio. Melleti (2003) aponta
gue a vacuolizacdo citoplasmatica nos hepatdcitos pode ser uma medida
indireta, porém ndo muito precisa da quantidade de glicogénio ou de lipideos

contidos neste tipo celular.
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Tabela 7 Ocorréncia das alteragdes histopatologicas em figados de D.rerio nos grupos
expostos a diferentes concentra¢des da FPLJ

Alteracdo Estagio Controle 500 750 1000 1500
(%) Mg/mL Mg/mL Mg/mL Mg/mL
daFPLJ daFPLJ daFPLJ daFPLJ
DCH I 0 93,3 100 100 100
P/ACCel I 0 100 100 100 100
P/ACNuc I 0 100 80 100 100
AVCel I 0 100 100 93,3 100
IVCitop I 0 60 73,4 80 100
DFRONuc I 0 66,7 60 80 100
DGlicog I 0 93,3 100 80 100
EstBiliar I 0 53,4 80 80 100
ARFS I 0 20 20 46,7 100
AVolV I 0 80 53,4 80 100
ANuc Il 0 46,7 86,7 93,3 100
VNuc I 0 6,7 66,7 100 100
DCito Il 0 60 86,7 93,3 100
DNuc Il 0 26,7 73,4 93,3 100
RompCel I 0 0 66,7 60 100
Hiperem I 0 0 6,7 20 40
DegCBiliar Il 0 0 0 26,7 66,7
RupVaso 11 0 0 6,7 0 20
Nec I 0 0 33,5 80 80

Os valores representam em porcentagem, a quantidade de peixes que apresentaram as
respectivas alteracfes histopatoldégicas. DCH= Desarranjo dos corddes hepaticos; P/ACCel=
Perda ou atipia do contorno celular; P/ACNuc= Perda ou atipia do contorno nuclear; AVCel=
Aumento do volume celular; IVCitop= Intensa vacuolizagdo citoplasmatica; DFRONuc=
Diminui¢do da frequéncia relativa de nucleos; ARFS= Aumento relativo do volume dos vasos;
AVolV= Aumento do volume dos vasos; ANuc= Atrofia nuclear; VNuc= Vacuoliza¢@o Nuclear;
DCito= degeneracado citoplasmatica; DNuc= degenerac¢do nuclear; RompCel= Rompimento
Celular; Hiperem= Hiperemia; DegCBiliar= Degeneracdo dos canaliculos biliares; RupVaso=
Ruptura de Vasos; Nec= Necrose.
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Figura 14 Alteracbes histopatologicas em figados de D.rerio expostos a diferentes
concentracbes da FPLJ. a) figado normal de D. rerio notar os hepatdcitos (H) (400x). b)
figado de D. rerio exposto a concentragao de 500 ug/mL notar a perda ou atipia do contorno
celular (setas pretas) e desarranjo dos corddes hepaticos(setas brancas)(400x). c) figado de
D.rerio exposto a concentragdo de 750 ug/mL. Observar a atrofia nuclear (setas pretas),
degeneracdo citoplasmatica (setas brancas), estagnacédo biliar (cabeca das setas brancas) e
degeneracéo nuclear (setas vermelhas) (400x). d) figado de D. rerio exposto a concentracao de
1000 pg/mL. Observar a diminuicdo de glicogénio (+), diminuicdo da frequéncia de nucleos
(quadrados pontilhados) e vacuolizacdo nuclear (setas pretas) e hiperemia (#). e) figado de
D.rerio exposto a concentragdo de 1500 pug/mL. Observar hiperemia (#), ruptura de vaso (seta
branca) (400x). F) figado de D.rerio exposto a concentragdo de 1500 ug/mL. Notar os sitios
necréticos (N) (400x)
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Figura 15. a) corte de figado normal de D. rerio em corte longitudinal notar os hepatécitos (H)
(3000x). b) corte de figado de D. rerio exposto a concentragdo de 750 ug/mL da FPLJ.
Observar atipia do contorno celular (seta), atipia nuclear (seta preta) (4000x). c¢) corte de figado
de D. rerio exposto a concentragdo de 1000 pyg/mL. Observar atipia do contorno celular (seta),
atipia nuclear (*) e vacuolizagéo celular (#) (2000x). d) corte de D. rerio exposto a concentragdo
de 1500 pg/mL. Observar a degeneragao nuclear (*) (3000x).

Diversos estimulos desfavoraveis podem induzir mudancgas endocrinas,
que podem levar a alteracdes metabolicas, como por exemplo, a diminui¢cdo
das reservas de glicogénio hepatico.

O aumento do volume celular dos hepatécitos, alteracdo observada sob
tratamento com FPLJ, reflete o estado hiperfuncional do figado. Sendo assim,
esta alteracdo pode ser explicada pelo fato deste érgao também ser em D. rerio
o principal metabolizador de xenobidticos. O aumento da metabolizacao
hepatica também pode levar a necrose , visto que o nucleo torna-se hipertrofico
ou até mesmo degenera (alteracdo histopatoldgica de estagio lll), situacéo
constatada nas trés maiores concentracdes de tratamento. Estas alteracdes na

morfologia celular acarretam secundariamente a desorganizacdo dos corddes
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hepaticos, pois estes necessitam da morfologia normal para manter sua
organizacdo (VLIEGENTHART et al., 2014; SILVA, 2004).

A estagnacéo biliar foi outra manifestacdo de estagio | verificada nos
tratamentos com a FPLJ em todas as concentracdes. Entretanto, as
concentracfes que tiveram maior expressao desta alteracdo foram as trés
maiores (750, 1000 e 1500 pg/mL). A bile estagnada pode ser percebida como
granulos amarelados, amarronzados ou verdes amarronzados dentro dos
hepatdcitos. Esta alteracdo denominada como colestase, se caracterizada
como manifestacdo de uma condicdo patofisioldgica, atribuida a falha do
metabolismo ou da excrecdo de pigmentos biliares. Para ser excretada a
bilirrubina necessita ser solubilizada em &gua, processo que ocorre somente
por meio da conjugacdo com acido glucurbnico. Contudo, a reducdo da
capacidade de ligacéo da bilirrubina a este acido pode ser a razao da disfuncao
hepética (TAKASHIMA e HIBYA, 1995; PACHECO e SANTOS, 2002).

As alteracbes de estadgio Il mais frequentes foram: hiperemia,
degeneracéo e vacuolizacdo nuclear/citoplasmatica. A hiperemia pode indicar
um processo de adaptacdo que leva ao aumento do fluxo sanguineo no tecido
hepético, facilitando o transporte de macréfagos para as regides danificadas
deste tecido e também melhorando a oxigenacdo destas areas ou ainda, pode
indicar um mecanismo auxiliar na desintoxicacdo. Alteracbes como
degeneracédo nuclear e celular e deformacéo do contorno celular podem indicar
disfuncdes induzidas por algum agente toOxico, uma vez que areas
metabolicamente ativas do figado ficam reduzidas, levando a uma possivel
reducao geral nas funcbes desempenhadas por este 6rgao (SILVA, 2004).

Quanto as alteracdes de estagio lll, estas foram notadas nas trés
maiores concentracfes e sdo representadas pelo rompimento de vasos e
necrose focal ou total. Robins e Contran (2005) afirmam que necrose no tecido
hepético est4 relacionada aos processos de intoxica¢do, sendo a expressao da
gravidade da lesédo proporcional ao tipo de lesdo, duragédo, severidade da
agressao e estado fisioldgico. Karan e Poleksic (1999) observou necrose nos
hepatocitos de carpas e expde a importancia de estudos histopatologicos para
analisar os danos causados. North e colaboradores (2010) descrevem a
ocorréncia de necrose sob tratamento com paracetamol em larvas de ZF, na

escala milimolar.
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A tabela 7 e figura 14 e 15, mostram que as concentracfes da FPLJ
(750, 1000 e 1500 pg/mL) provocaram alteragdes significativas quando
comparadas ao controle, e é valido ressaltar que a comparacdo entre
500ug/mL vs. Controle foi ndo significativa. Além disso, quando comparado os
IAH do figado sob tratamento com FPLJ entre si, é possivel observar que
apenas a comparacao entre as concentragdes de 750 vs. 1000 pg/mL néo foi
significativa.

As concentracfes que provocaram mortalidade apresentaram Orgaos
com alteragcdes de leves a moderadas. A concentragcdo de 750 pg/mL ja
demonstra a tendéncia de dano hepético, pois a média do IAH foi de 10,9 e
valores de IAH maiores ou iguais a 11 indicam Orgdos com alteracfes
moderadas a leve, segundo o VMA (Figura 16). Pode-se notar que uma replica
da concentragao de 750 ug/mL (réplica 3) apresentou IAH de 11,3 indicativo de
alteracOes leves a moderadas (Tabela 8).

A comparacao com o trabalho desenvolvido por Souza (2015) onde as
concentracbes de NPOH provocaram alteracbes moderadas a graves no
figado, enquanto a FPLJ mesmo em concentracdes muito superiores provocam
alteracdes leve a moderadas. Outro ponto que merece atencao é o fato das
menores concentracbes de NPOH provocarem maiores alteragcfes histoldgicas
expressas em IAH, enquanto que mais uma vez as concentragdes superiores

da FPLJ causam maiores IAH.

Tabela 8 Média do indicide de altera¢des histoldgicas (IAH) em figados de D.rerio para cada
triplicata (N=5/T-N= 15/grupo) nas concentracdes de exposicdo a FPLJ. Os numeros
representam as médias do IAH dos respectivos grupos.

Triplicatas Branco 500 uyg/mL 750 pg/mL 1000 1500
FPLJ FPLJ Mg/mL Mg/mL

FPLJ FPLJ

01 0,0 1,2 10,7 11,3 18,7

02 0,0 2,7 10,7 12 12

03 0,0 3,9 11,3 10,7 18,7
Média 0,0 2,6 10,9 11,3 16,5
Erro Médio +0,0 +0,78 +0,2 +0,38 +2,23

Padrao
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Figura 16. Média do indicie de altera¢des histopatoldgicas observadas em figados de D.rerio
expostos as concentragbes de FPLJ (500, 750, 1000 e 1500 ug/mL). Os pontos representam a
média £ EPM (Erro Padrdo Médio) de N=15/grupo. ANOVA seguida de Tukey-Kramer: 500ug
vs. Controle ndo significativo; 750 ug/mL vs. Controle p<0.001; 1000 vs. Controle p<0.001;
1500 vs. Controle p<0.001.

Como ja exposto o ZF, assim como outros peixes teledsteos, excreta

urina diluida. A funcdo mais importante do rim nestes peixes é eliminar o
grande volume de agua que entra no corpo destes através das branquias.
Os rins constituem a principal rota de excrecdo para os metabdlitos de varios
xenobibticos aos quais o peixe tenha sido eventualmente exposto O rim elimina
produtos quimicos durante o curso de formacdo da urina, alguns através da
fitracdo glomerular, outros por reabsor¢cdo ou ainda pelos processos de
secrecao tubular (SILVA, 2004)

Apesar deste 6rgao possuir diversas func¢des importantes a literatura até
0 momento é muito escassa em estudos relacionados a histopatologia renal em
D. rerio, principalmente no que se refere a toxicologia de novas drogas.

Os rins de D. rerio foram facilmente identificados e presente na grande
maioria dos cortes realizados para analise histolégica. O corpusculo renal, o
tubulo contorcido distal possuem aspecto caracteristico descrito por Takashima
e Hibya (1995) para a maioria dos teledsteos de agua doce. Ndo existe grande
diferenca na constituicdo entre as porcdes anterior e posterior do rim nessa

espécie, sendo que possui muitos néfrons e tecido linfoide intersticial.
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As alteracdes histologicas em rins de D. rerio foram avaliadas no tecido
linfoide, glomérulos e tubulos renais e vasos sanguineos. A tabela 9 apresenta
a quantificacdo das alteracbes histopatoldgicas renais e as figuras 17 e 18
apresentam os dados qualitativos das alteracdes. Sendo assim, praticamente
todas as alteracdes de estagio | foram observadas nas diversas concentracfes
de tratamento.

A obstrucdo tubular é uma alteracdo histopatologica de estagio | que
merece destaque. Segundo Meletti (2003) esta alteracédo € classificada como
um tipo e “cloudy swelling”, que se caracteriza pela presenga de células
epiteliais tubulares inchadas ou hipertrofiadas com granulos finos de eosindfilos

no citoplasma.
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Tabela 9 Ocorréncia das alteragfes histopatolégicas em rins de D.rerio nos grupos expostos a
diferentes concentracdes da FPLJ

Alteracao Estagio | Controle 500 750 1000 1500
(%) Mg/mL Mg/mL Mg/mL Mg/mL
de FPLJ | de FPLJ | de FPLJ | de FPLJ
PCTL I 0 60 80 100 100
DHL I 0 93,3 100 100 100
HTCT | 0 93,3 93,3 100 100
DesT I 0 93,3 100 100 100
DesG I 0 93,3 86,7 93,3 100
AECB | 0 80 46,7 33,3 20
DECB I 0 26,6 73,3 60 93,3
DCG I 0 20 53,3 26,6 33,3
OTR/NN | 0 20 13,3 0 40
DFreqG I 0 46,7 60 80 86,7
DilVasoSang I 0 60 93,3 73,3 100
ALumTub | 0 60 46,7 46,7 66,7
ObsTub I 0 100 73,3 93,3 100
DHS Il 0 13,3 73,3 80 100
DegT I 0 86,7 93,3 100 100
DegG I 0 33,3 20 93,3 100
DCTub Il 0 86,7 73,3 100 100
DNTub I 0 33,3 60 100 100
TLCB I 0 53,3 60 13,3 100
Hiperem Il 0 6,7 73,3 93,3 100
RupVaso [ 0 0 0 0 40
Nec 1 0 0 53,3 66,7 100

Os valores representam, em porcentagem, a quantidade de peixes que apresentaram as respectivas
alteracdes histopatolégicas, do total de peixes analisados para cada concentracdo (N=15). PCTL= Perda
do contorno ou contorno atipico das células do tecido linfoide; DHL= Degeneracao hialina leve; HTCT=
Hipertrofia das células tubulares; DesT= Desorganizagdo tubular; DesG= Desorganizagdo glomerular;
AECB= Aumento do espacgo da capsula de Bowman; DECB= Diminuicdo do espago da céapsula de
Bowman; DCG= Dilatacdo dos capilares glomerulares; OTR/NN= Ocorréncia de tubulos em regeneracao
ou novos néfrons; DFreqG= Diminuicdo da frequéncia relativa de glomérulos; DilVasoSang= Dilatacédo
dos vasos sanguineos; ALumTub= Aumento do didmetro do limen tubular; ObsTub= Obstrucéo tubular;
DHS= Degeneracdo hialina severa; DegT= Degeneragdo tubular; DegG= Degeneracdo glomerular;
DCTub= Degeneracgédo citoplasmatica das células tubulares; DNTub= Degeneragdo nuclear das células
tubulares; TLCB= Tecido linféide na capsula de Bowman; Hiperem= Hiperemia; RupVaso= Ruptura de
vasos sanguineos; Nec= necrose.
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Figura 17. a) Rim normal em corte longitudinal de D. rerio. Notar a presenga de um glomérulo
(G). O asterisco mostra o espaco intercapsular. Observar o tecido linfoide (TL), o tGbulo
contorcido distal (TD), o tubulo contorcido proximal (TP) (400x); b) Rim de D. rerio exposto a
500 pg/mL da FPLJ. Observar a dilatacdo dos capilares glomerulares (seta preta), obstrucao
tubular (*) e desorganizacgéo tubular (seta vermelha) (400x). ¢) Rim de D.rerio exposto a 750
pg/mL (400x). Notar a diminuicdo da Capsula de Bowman (*), aumento do limen tubular (1),
degeneracdo citoplasmatica (seta vermelha). d) Rim de D. rerio exposto a concentragcao de
1000 pg/mL da FPLJ (400x). Observar a degeneragédo glomerular (#) e degeneracdo hialina
leve (1) e) Rim de D. rerio de 1000 pg/mL da FPLJ(400x). Observar a degeneracgao tubular (#)
e hiperemia (*) f) Rim de D. rerio exposto a 1500 ug/mL. Observar a degeneragdo nuclear (area
pontilhada), degeneracéo tubular (#), necrose (N) e degeneracéo hialina tubular severa.
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Figura 18. a) Rim normal em corte longitudinal de D. rerio. Notar a presenca de tecido linfoide
(TL) e tdbulo contorcido distal (TD) (2000X). b) Rim de D.rerio exposto a concentragdo de 750
pMg/mL obsevar o aumento do espago da capsula de Bowman (#) (2500x). Rim de D. rerio
exposto a 1000 ug/mL notar a degeneracao hialina severa (seta), degeneracao nuclear das
células tubulares (area pontilhada) (2000x). d) Rim de D. rerio exposto a 1500 pg/mL notar a
degeneracéo glomerular (*) (3000x).

A degeneracdo hialina também foi observada nas concentracdes de
tratamento. Esta alteracdo caracteriza-se pela presenca de grandes granulos
eosindfilos, que segundo Takashima e Hibyia (1995) e Hiton e Laures (1990)
podem ser produzidos dentro da prépria célula ou formados pela reabsorcéo
do excesso de substancias proteicas eventualmente formadas pelo glomérulo.
Melleti (2003) afirma que grande parte das alteracdes tubulares observadas
nos rins de D. rerio sdo provocada por distirbios metabdlicos causados por
agentes toxicos. Ainda de acordo com Takashima e Hibyia (1995), a maioria
das alteragbes tubulares sdo degenerativas que culminam muitas vezes em

necrose. A necrose foi classifica neste estudo como alteracdo de estagio lll,
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sendo observada nas trés maiores concentracdes de exposicdo a FPLJ. Assim
como o trabalho desenvolvido por Souza (2015), que estudou a toxicidade de
NPOH utilizando a mesma plataforma de teste, a manifestacédo de necrose foi
proporcional ao aparecimento de: hipertrofia das células epiteliais e
degeneracéo hialina leve e severa.

O rim recebe grande fluxo sanguineo, a presenca de compostos
quimicos no sangue pode levar a algumas mudancas patoldgicas na cdpsula
de Bowman, como proliferacdo anormal das células epiteliais e o
espessamento da lamina basal, levando a reducdo do espaco de Bowman.
Esta alteracdo pode comprometer o processo de filtracdo do sangue e toda
funcéo renal (Hinton et al., 1992; Takashima & Hibiya, 1995; SILVA, 2004).
Essas alteracbes histopatolégicas foram percebidas em todas as
concentracbes de tratamento com FPLJ de maneira crescente, no que se
refere a porcentagem de ocorréncia. Enquanto, que a outra alteracdo
histopatolégica referente a capsula de Bowman (AECB), se manifestou de
maneira decrescente.

O aparecimento de células sanguineas, agregados de células
sanglineas ou de matéria estranha no espaco de Bowman também pode
ocorrer (Hinton et al., 1992; Takashima & Hibiya, 1995; SILVA, 2004). As vezes
0 excesso de hemacias nos capilares pode levar ao rompimento desses vasos
e, hesse caso, € comum encontrar hemacias no espaco de Bowman. Fato que
s6 foi observado apenas na maior concentracdo de tratamento com FPLJ (1500
Mg/mg), sendo classificada como uma alteracéo de estagio Ill.

A dilatacdo dos capilares glomerulares, degeneracdo glomerular foram
alteracdes frequentes em todos 0s grupos expostos a FPLJ. Segundo
Takashima e Hibyia 1995, as ocorréncias dessas alteragcbes se dédo em
condicdes patologicas devido alteragdes da lamina basal, e normalmente s&o
acompanhadas por alteracdes nos poddcitos e das células endoteliais, como a
hiperplasia.

A ocorréncia de novos néfrons ou tubulos em regeneragdo foi pouco
comum nos grupos tratados com FPLJ. Tubulos renais pré-existentes podem
ser frequentemente regenerados apos serem danificados por algumas doencas
ou até mesmo agentes téxicos (TAKASHIMA E HIBIYA, 1995). Segundo Hinton
& Laurén (1990) a regeneracao tubular em peixes pode ser uma boa indicagéo



85

de adaptacdo e recuperacdo. Além disso, Apos dano renal induzido por
agentes toxicos, pode haver a producdo de néfrons inteiramente novos
(REIMSCHUESSEL, 2001; TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). Entretanto, pode-se
encontrar novos néfrons em peixes de aguas nao poluidas, sem a presenca de
agentes toxicos ou xenobioticos.

A tabela 10 e figura 19, demostram que as concentracdes da FPLJ (500,
750, 1000 e 1500 pg/mL) provocaram alteragcdes renais significativas quando
comparadas ao controle. Além disso, quando comparado os IAH dos rins sob
tratamento com FPLJ entre si, € possivel observar que a apenas a comparacao
entre as concentragbes de 750 vs. 1000 pg/mL n&o foi significativa. Este fato
pode ser explicado pela composicdo fitoquimica da espécie vegetal
H.drasticus, que apresenta marcadores fitoquimicos como plumerideo,
isoplumerideo, que sao caracteristicamente apolares.

As concentragbes que provocaram mortalidade apresentam rins com
alteracOes de leves a moderadas. A concentragdo de 750 pg/mL ja provoca
alteracdes deste nivel, expondo que ja existe dano renal nessa concentracao.

Souza (2015) reporta que as concentracdes de exposicdo a NPOH, bem
como do tensoativo utilizado provocaram alteracdes renais moderadas a grave,
que sdo amplamente distribuidas pelo 6rgdo em concentracfes na escala de
Mg/mL.

Tabela 10 Média do indicide de alteracdes histolégicas (IAH) em rins de D.rerio para cada
triplicata (N=5/T-N= 15/grupo) nas concentracdes de exposicdo a FPLJ. Os numeros
representam as médias do IAH dos respectivos grupos.

Triplicatas Branco 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 1500
FPLJ FPLJ Mg/mL Mg/mL

FPLJ FPLJ

01 0,0 2,73 11,53 12,2 18,67

02 0,0 3,4 12,06 11,33 18,86

03 0,0 4,2 11,53 11,53 18,67
Média 0,0 3,44 11,70 11,68 18,73
Erro Médio +0,0 +0,42 10,17 +0,26 +0,06

Padrao
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Figura 19. Média do indicie de alteragbes histopatoldgicas observadas em rins de D.rerio
expostos a concentragdes de FPLJ (500, 750, 1000 e 1500 pg/mL). Os pontos representam a
média + EPM (Erro Padrdo Médio) de N=15/grupo. ANOVA seguida de Tukey-Kramer: 500
pg/mL vs. Controle p<0.001;controle vs. 750 pug/mL p<0.001; 1000 pg/mL vs. Controle p<0.001
1500 pg/mL vs. Controle p<0.001;
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6 CONCLUSAO

A exposicdo de D. rerio as concentracbes de 500, 750, 1000 e 1500
pg/mL da FPLJ durante 48 horas permitiu concluir quanto aos parametros
comportamentais que as duas menores concentracdes provocaram alteracdes
brandas no comportamento, enquanto as duas maiores concentracfes
ocasionaram alteragdes severas.

As concentracdes administradas nos permitiram estimar uma CLsg no
valor de 1188,54 pg/mL. Sendo assim, realizando uma extrapolacdo ainda
inédita na literatura, tal valor equivaleria a uma dose de 475 mg/kg. Através da
indicagéo popular (6 colheres de sopa/dia), foi possivel inferir com base no teor
de sélidos, que apenas 0,5 gramas de principio ativo sdo ingeridas por usuario
adulto por dia, correspondendo a dose de 7,14 mg/kg, muito distante da dose
letal, e das doses que produziram lesdes histopatologicas.

Quantos aos parametros histopaldgicos das branquias as concentracfes
de 1000 e 1500 pyg/mL da FPLJ causaram os maiores danos ao tecido
branquial, porém através dos valores VMA estas mativeram-se normais em
todos os tratatmentos. Ja o figado também sofreu maiores danos nas
concentracbes de 1000 e 1500 pg/mL da FPLJ, tendo VMA compativel com
orgdo possuidor de alteracdes de leves a moderadas. Finalmente, os rins
mostraram-se mais afetados pelo tratamento com as concentracdes de 750,
1000 e 1500 ug/mL da FPLJ, tendo VMA compativel com alteragdes de leve a
moderadas.

Assim sendo, a FPLJ pode ser considerado de baixa toxicidade quando
comparada a produtos ja testados, no mesmo modelo, pois sua taxa de
mortalidade é observada em concentracdes muito maiores. E valido salientar
gque os danos histopatolégicos nos 6rgdos investigados ocorrem em

concentracOes elevadas.
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