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RESUMO

Introducdo: Vegetais e microrganismos sdo fontes importantes na busca de novas substancias
quimicas com potencial farmacoldgico, assim, nota-se a necessidade de conhecer melhor os
principios ativos das mais variadas espécies presentes na regiado Amazonica e analisar seus
efeitos terapéuticos. Neste contexto, foi escolhida para este estudo a espécie Eleutherine
bulbosa (Miller) Urb conhecida popularmente como marupazinho, amplamente utilizada na
medicina tradicional para o tratamento de muitas doencas, como hipertensdo, Ulceras,
constipacéo e infeccéo intestinal. Objetivo: Avaliar a toxicidade aguda da fragcdo hexanica do
extrato etandlico de Eleutherine bulbosa (ExtFH) em zebrafish adultos, com determinacdo da
DL50, avaliagcbes comportamentais e histopatoldgicas, além do potencial anti-inflamatorio do
ExtFH no edema abdominal induzido por carragenina. Metodologia: O material vegetal foi
coletado, identificado de depois foi preparado o extrato etandlico a partir dos bulbos da planta,
sendo realizado um fracionamento através de uma parti¢do liquido-liquido utilizando hexano
como solvente, assim, a fracdo hexanica foi rotaevaporada e caracterizada por Cromatografia
Gasosa — espectrometria de Massas (CG-EM). Com isso, a fragcdo hexanica do extrato etanolico
(ExtFH) foi testada para avaliar a toxicidade aguda em zebrafish adultos, determinada a dose
letal (DL50), alteracBes comportamentais, mortalidade e alteracdes histopatoldgicas (intestino,
figados e rins) dos animais. A atividade anti-inflamatéria da ExtFH foi avaliada por inducéo de
edema por carragenina na regido abdominal do zebrafish em diferentes doses. Em seguida, foi
realizado o docking molecular com COX 1 e COX 2, como alvos, com estruturas cristalinas
complexadas com Nimesulida (NIM) e Rofecoxib (RCX), tendo como ligante de controle NIM,
RCX, Celecoxib (CEL) e Indometacina (INM). Resultados e discussdo: O estudo de
toxicidade aguda e a analise histopatologica em zebrafish mostraram que o ExtFH tem alto
potencial toxico, com DL50 de 346,74 mg/kg. O ExtFH apresentou efeito anti-inflamatorio ao
inibir edema abdominal em todas as doses usadas nos dois métodos testados, com destaque para
a dose 2,5 mg/kg que alcancou 66,2% e 62,4% de inibicdo do edema abdominal,
respectivamente. Portanto, o ExtFH possui um grau aceitavel de segurancga para toxicidade
aguda, definido na andlise de alteracfes comportamentais, mortalidade e histopatologia, com
acdo anti-inflamatdria significativa em zebrafish em todas as doses. O estudo in silico mostrou
gue a molécula de eleuterol da composicdo quimica de E. bulbosa apresentou um perfil de dupla
inibicdo da ciclooxigenase 1 e 2. Conclusédo: Assim, este estudo mostrou que a ExtFH foi
eficiente para prevenir a formacdo de edema, além disso, foi demonstrado que a ExtFH tem
potencial efeito em reverter o edema ja instalado. Com isso, o0 estudo in silico confirmou a
atividade anti-inflamatoria através de um perfil de dupla inibicdo da ciclooxigenase 1 e 2.

Palavras-Chave: Plantas medicinais. Naftoquinonas. Inflamac&o. Ensaio in vivo.

Agradecimentos: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amapa (FAPEAP),
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ABSTRACT

Introduction: Plants and microorganisms are important sources in the search for new chemical
substances with pharmacological potential, so there is a need to know the active principles of
the most varied species present in the Amazon region and analyze their therapeutic effects. In
this context, the species Eleutherine bulbosa (Miller) Urb, popularly known as marupazinho,
was chosen for this study. It is widely used in traditional medicine to treat many diseases, such
as hypertension, ulcers, constipation and intestinal infection. Objective: To evaluate the acute
toxicity of the hexanic fraction of the ethanolic extract of Eleutherine bulbosa (ExtFH) in adult
zebrafish, with determination of the LD50, behavioral and histopathological evaluations, as
well as the anti-inflammatory potential of ExtFH in abdominal edema induced by carrageenan.
Methodology: The plant material was collected, identified and then the ethanolic extract was
prepared from the bulbs of the plant. Fractionation was carried out through a liquid-liquid
partition using hexane as a solvent, so the hexane fraction was rotaevaporated and characterized
by Gas Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS). The hexane fraction of the ethanolic
extract (ExtFH) was then tested for acute toxicity in adult zebrafish, determining the lethal dose
(LD50), behavioral changes, mortality and histopathological changes (intestine, livers and
kidneys) in the animals. The anti-inflammatory activity of ExtFH was evaluated by inducing
edema with carrageenan in the abdominal region of zebrafish at different doses. Molecular
docking was then carried out for COX 1 and COX 2 with crystal structures complexed with
Nimesulide (NIM) and Rofecoxib (RCX), with NIM, RCX, Celecoxib (CEL) and Indomethacin
(INM) as control ligands. Results and discussion: The acute toxicity study and
histopathological analysis in zebrafish showed that ExtFH has a high toxic potential, with an
LD50 of 346.74 mg/kg. ExtFH showed an anti-inflammatory effect by inhibiting abdominal
edema at all doses used in the two methods tested, with the 2.5 mg/kg dose standing out,
achieving 66.2% and 62.4% inhibition of abdominal edema, respectively. Therefore, ExtFH has
an acceptable degree of safety for acute toxicity, defined in the analysis of behavioral
alterations, mortality and histopathology, with significant anti-inflammatory action in zebrafish
at all doses. The in silico study showed that the eleutherol molecule from the chemical
composition of E. bulbosa presented a dual inhibition profile of cyclooxygenase 1 and 2.
Conclusion: Thus, this study showed that ExtFH was effective in preventing the formation of
edema, and furthermore, it was demonstrated that ExtFH has the potential to reverse edema that
has already set in. With this, the in silico study confirmed the anti-inflammatory activity through
a profile of dual inhibition of cyclooxygenase 1 and 2.

Keywords: Medicinal plants. Naphthoquinones. Inflammation. In vivo test.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais, desde os primordios, mostra que elas fazem parte da
evolucdo humana sendo 0s primeiros recursos terapéuticos utilizados pela sociedade. Diversos
estudos sobre substancias biologicamente ativas a partir de plantas medicinais j& foram
realizadas, todavia observa-se que ainda ha lacunas sobre o estudo terapéutico bem como
toxicologico de cercas espécies, justamente devido os efeitos fitoterapicos que exercem.

As variedades de espécies vegetais, ainda sdo responsaveis pela maior parte de
substancias estudadas para fins terapéuticos, assim contribuem de forma expressiva para o
fornecimento de novas substancias, atraves de seus metabolitos secundarios, especialmente. Na
Amazobnia, encontram-se diversas espécies nativas com propriedades medicinais, tal como a
Eleutherine bulbosa (Miller) Urb, uma planta da familia Iridaceae, conhecida popularmente
como marupazinho, encontrada principalmente na regido Norte do Brasil, sendo amplamente
utilizada na medicina caseira na Amazbnia para o tratamento de hipertensdo, Ulceras,
constipacéo e infeccéo intestinal.

Estudos relatam que os principais componentes biologicamente ativos nesta planta séo
as naftoquinonas, compostos derivados de quinonas. Nesse sentido, a presente pesquisa tem
como problema o seguinte questionamento: Os compostos quimicos a partir na fracdo hexanica
do extrato etandlico da Eleutherine bulbosa (Miller) Urb decorrentes de quinonas, exercem
atividade anti-inflamatéria em zebrafish (Danio rerio) e qual grau de toxicidade?

A realizacdo desta pesquisa tem como justificativa o fato de estudos com produtos
naturais estarem em constante notoriedade no meio cientifico, dado ao seu uso continuo na
medicina popular, como alternativa nos tratamentos clinicos e no fornecimento de novas
substancias, um caminho inesgotavel para os pesquisadores. No entanto, para identificar
substancias com efeito terapéutico, faz-se necessario que sejam realizados estudos fitoquimicos
objetivando identificar os constituintes quimicos das plantas medicinais, bem como estudos in
vivo e in silico para avaliar a atividade farmacologica desses compostos.

Portanto, a presente pesquisa aborda a composi¢do quimica da fracdo hexanica do
extrato etanolico da Eleutherine bulbosa (Miller) Urb, demonstra o estudo da toxicidade aguda
e atividade anti-inflamatéria em modelo animal zebrafish (Danio rerio), aliado ao estudo in

silico através do docking molecular.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar atoxicidade aguda e a atividade anti-inflamatdria da fracdo hexanica do extrato
etandlico de Eleutherine bulbosa (Miller) Urb em zebrafish (Danio rerio) por inducao

de edema peritoneal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.  Identificar e caracterizar por Cromatografia Gasosa — espectrometria de Massas (CG-
EM) a composicdo quimica da fracdo hexanica do extrato etandlico de Eleutherine
bulbosa (Miller) Urb.
Il.  Analisar a toxicidade aguda da ExtFH com a obtencdo da DL50 em zebrafish (Danio
rerio) adultos;
I1l.  Identificar as alteraces comportamentais de zebrafish adultos ap6s a exposi¢do a
diferentes doses de ExtFH (fracdo hexanica do extrato etandlico);
IV.  Avaliar a atividade anti-inflamatoria da ExtFH através do ensaio de edema abdominal
induzido por carragenina via intraperitoneal em zebrafish (Danio rerio);
V. Realizar o estudo histopatoldgico das possiveis alteraces do figado, intestino e rins de
zebrafish ap6s a administracdo da ExtFH;
VI.  Realizar o docking molecular com alvos COX 1 e COX 2, com estruturas cristalinas
complexadas com Nimesulida (NIM) e Rofecoxib (RCX), tendo como ligante de
controle NIM, RCX, Celecoxib (CEL) e Indometacina (INM).
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3 REFERENCIAL TEORICO
[

3.1 ASPECTOS BOTANICOS

3. 1. 1 Familia Iridaceae

A Eleutherine bulbosa (Miller) Urb pertence a familia Iridaceae, trata-se de uma familia
relativamente extensa de monocotiledéneas petaldides, que apresenta mais de 1.630 espécies e
77 géneros. Mesmo sendo de facil acesso, tem concentracdo marcante no Sul dos continentes,
sendo que seu maior centro de concentragdo se encontra no sul da Africa (REEVES et al.,
2001). Enquanto, no Brasil ela esta representada por 23 géneros e 190 espécies distribuidas em
todos os dominios fitogeograficos, sendo 106 espécies endémicas do pais (DAMASCENO,
2016).

As plantas Iridaceaes séo facilmente conhecidas entre as monocotiledéneas porque
apresentam folhas isobilaterais equivalentes, flores com trés estames, com fruto seco, com
pericarpo firme e cartilaginoso ou papiraceo rigido e lenhoso (MALHEIROS, 2008). Sementes
com abundante endosperma séo geralmente marrons, opacas ou brilhantes, tipicamente duras e
relativamente grandes, mais ou menos globosas a angulosas por presséo, podendo ser ainda
segmentadas por uma crista (SILVA, 2013).

3. 1. 2 Género Eleutherine

Eleutherine bulbosa (Miller) Urb é uma planta herbacea popularmente conhecida como
marupazinho, marupari, palmeirinha, marupa-pirranga, identificada como bulbosa, rizomatosa,
acaule e em forma de touceira, geralmente de 20-30 cm de altura, encontrada principalmente
na regido Norte do Brasil (Figura 1). Os bulbos desta planta apresentam escamas semelhantes
a cebola, e sdo de coloracdo vinho e liberam latex branco quando cortados. S&o caracterizadas
como plantas de folhas inteiras, simples e plissadas, apresentando flores brancas e rosadas
(LORENZI; MATOS, 2008)

Figura 1: Eleutherine bulbosa (Miller) Urb (marupazinho).

Fonte: AUTOR, 2023.
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A Eleutherine bulbosa (Miller) Urb ¢ amplamente utilizada na medicina tradicional no
tratamento de muitas doengas, como diabetes, cancer de mama, derrame, hipertensdo,
colesterol, Ulceras, constipacdo, hemorrdidas, diarréia, disturbios menstruais e pedras nos rins
(MANJULA; BINDU, 2022). As principais substancias biologicamente ativas relatadas nesta

planta séo as naftoquinonas, que séo compostos derivados de quinonas (ALMEIDA, 2016).

3.2 ASPECTOS QUIMICOS

As quinonas representam uma ampla classe de metabdlitos secundarios de distribuicéo
natural, € um grupo de substancias organicas de coloracdo intensa e semivolateis onipresentes
na natureza e derivados de compostos aromaticos e hetereoaromaticos. Sua estrutura bésica €
constituida de um anel aromatico contendo dois grupamentos carbonilas situados em posicdes
orto ou para (SOUSA, 2012), (SANTANA, 2016).

Utilizando-se como critério o tipo de sistema aromético que contém o anel, as quinonas
sédo classificadas como benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas
(FIGURA 2). Sédo compostos oxigenados que correspondem a oxidacdo de derivados
aromaticos que se caracterizam por um grupamento 1,4- dicetociclohexa-2,5-diénico (para-
quinonas), ou ocasionalmente, por um grupamento 1,2-dicetociclohexa-3,5-diénico (orto-
quinonas). Os compostos quindnicos naturais podem apresentar-se conjugadas com um ndcleo
benzénico (benzoquinonas), com sistemas aromaticos policiclicos condensados: naftoquinonas
(naftaleno), antraquinonas (antraceno), antraciclinonas (1,2-benzantraceno) e naftodiantronas
(naftodiantreno) (BRUNETON, 2001), (SOUSA, 2012).

Figura 2: Classifica¢cdo das quinonas.

OH 0 (0] @) O
O O 0N
OH (@) O

hidroquinona p-benzoquinona antraquinona fenantraquinona

Fonte: PRORIO AUTOR.

Estudos sobre a composicdo quimica de vérias espécies do género Eleutherine
demonstram a predominancia de naftoquinonas, compostos que induzem a apoptose celular,

pois inibem as topoisomerases | e I1. Apoptose celular é um tipo especifico de morte celular,
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uma morte programada para garantir a manutencgdo de tecidos e 6rgdos, ocorre durante vérias
situacOes fisiologicas patoldgicas, constituindo um mecanismo de remogao de celulas lesadas
e de renovacdo celular e tecidual, apoptose também ocorre quando o organismo € invadido por
patdgenos ou 0 DNA é lesionado (MALHEIROS, 2008).

Com relacéo a agéo das naftoquinonas, Silva e colaboradores (2003) afirmam que elas
agem por acgdo enzimatica, por reacdes de oxirredugdo, quando um substrato quinonoidico
reduz-se com um elétron para formar o anion semiquinona (Q-), por sua vez a semiquinona Q-
age reduzindo o oxigénio molecular ao anion-radical superoxido (O27) que na presenca da
enzima superdoxido dismutase é transformado em H202. Entéo, o anion-radical superoxido (Oz
) gera HO no interior da célula, este processo pode ser por catalise com metais de transicdo
(reacdo de Fenton), ou por reagdo com H>O> (reacdo de Haber-Weiss). Assim, é notavel que
mesmo 0 H>O2 ndo sendo um radical livre, € uma substancia bastante reativa, podendo
promover também a oxidacgdo de algumas biomoléculas.

Assim, na tentativa de eliminar estas espécies oxidantes, as células desencadeiam
mecanismos de desintoxicacdo, através dos agentes antioxidantes intracelulares. Para ocorrer
uma boa eliminacgéo ou consequente controle do estresse oxidativo vai depender dos niveis dos
agentes intracelulares antioxidantes, alfa-tocoferol, &cido ascorbico, enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GSH) e glutationa peroxidase (GPX)
(SILVA et al., 2003).

Nesse sentido, Alves e colaboradoores (2003) a partir do fracionamento do extrato
diclorometano dos buldos de E. bulbosa isolaram uma nova naftoquinona nesta planta,
denomidada de eleuterinona, e trés compostos conhecidos eleuterol, eleuterina, e isoleuterina,
ja isolados anteriormente de Eleutherine americana MERR. Et HEYNE.

Em estudos sobre os potenciais marcadores quimicos da tintura de Eleutherine plicata
Herb e atividades microbioldgica e antioxidante, Malheiros (2008) isolou e caracterizou dois
constituintes quimicos, o isoeleuterol e isoeleuterina (Figura 3), j& isolados de outras espécies

do género Eleutherine, onde o isoeleuterol foi considerado como o0 composto majoritario.

Figura 3: Constituintes quimicos isolados de E. plicata Herb.
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Fonte: PRORIO AUTOR.

Além disso, atividade anti-HIV a partir do isoeteuterol e a isoeleuterina também foram
demostradas, onde se observou a inibicéo da replicacdo do virus, além disso a eleuterina inibiu
a atividade da topoisomerase Il humana (HARA et al., 1997). A isoeleuterina também se
mostrou ativa contra bactéria Bacillus subtilis (FERNANDES et al., 2008).

3. 3 ATIVIDADE FARMACOLOGICA

A Eleutherine bulbosa (Miller) Urb é amplamente utilizada na medicina popular
brasileira, principalmente na regido Amazonica, usado como medicacdo para o tratamento de
diarreia e amebiase, habito este iniciado pelas populagdes indigenas desta regido. Os indigenas
da regido das Guianas empregam seus bulbos para o preparo de emplastro contra contusdes e
ferimentos visando acelerar a cicatrizagdo. Ja seu suco com sal é usado como medicacao interna
contra epilepsia e no tratamento da malaria (LORENZI; MATOS, 2002), (RIBEIRO, 2008).

Ha relatos que a E. bulbosa € utilizada no Haiti como abortivo (WENIGER et al., 1982),
e em Trinidad Tobago é usada para o tratamento de célicas menstruais (LANS, 2007). Villegas
et al., (1997) abordam o uso de preparacdes de plantas como agentes de cicatrizacao de feridas
superficiais e internas (Ulceras gastricas), e ralatam que diversas plantas exercem atividade
cicatrizante, dentre elas a E. bulbosa.

Na avaliagdo de plantas medicinais usadas por cuandeiros de etnia Zulu, foi atribuida a
acdo anti-diarreia ao seu extrato aquoso (LIN et al., 2002). Com isso, Alves et al., (2003)
descrevem que compostos quinonodides mostraram forte atividade antifungica contra C.
sphaerospermum no ensaio de bioautografia a 100 pg/spot, e apenas o eleuterol se mostrou
inativo. Assim como, 0 extrato etandlico de E. bulbosa, preparado a partir das partes superiores
da planta, inibiu o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus e apresentou toxicicade
sobre larvas de Artemia salina (BRASILEIRO, 2006).

Nesse sentido, Amelia e colaboradores (2014) utilizaram métodos computacionais para
avaliar a afinidade e interagdo dos compostos ativos da planta ao receptor de estrogénio do
cancer de mama, assim, a naftoquinona com maior afinidade de ligacdo com o receptor alfa de
estrogénio humano foi o eleuterinol, com energia de ligacdo livre de -6,43 kcal/mol, com duas
interacbes de ligacdo de hidrogénio com Glu353 e Arg394. Assim, Lestari et al., (2018)
relataram a atividade antioxidante e anticancerigena do extrato quando testado em células

leucémicas (L1210).

19



Estudos com a E. bulbosa mostraram potenciais efeitos anti-inflamatdrios ao suprimir
pré-citocinas como IL-6, TNF-a, e IL-12 p40 em ensaios in vitro, tendo como principais
compostos ativos eleuterina, isoeleuterina e alguns eleuterinosideos. Por outro lado, em ensaios
in vivo, 0 extrato desta planta apresentou atividade anti-inflamatoria, reduzindo sinais de artrite
em modelo animal camundongo CAIA (HANH et al., 2018).

3.4 INFLAMACAO

Considerando o processo inflamatdrio, sabe-se que a inflamacdo faz parte da resposta
bioldgica natural do organismo a danos teciduais e estimulos prejudiciais, como invasdo por
patdgenos e injuria celular e tecidual, além de ser uma resposta protetora que envolve células
imunes, vasos sanguineos e mediadores moleculares (ETIENNE et al., 2020).

Segundo Almeida (2016), a inflamacéo é caracterizada pela saida de liquidos, moléculas
e células do sangue para o local da infeccdo ou da lesdo tecidual. Logo, esse processo &
classificado de acordo com o grau de intensidade da inflamagdo, sendo agudo ou crénico
(Figura 4).

Figura 4: Componentes da resposta inflamatoria aguda e crénica.
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Fonte: KUMAR et al., 2013.

A inflamag&o aguda se caracteriza por ter inicio precoce e curta duracdo, apresentando
exsudacéo de liquido e proteinas plasmaticas, além de acimulo de leucdcitos, principalmente
neutrofilos. Por outro lado, a inflamacéo crénica, que apresenta longa duragéo € caracterizada
pela presenca de linfocitos e macréfagos com proliferacéo vascular associada e fibrose, ocorre

no caso de doencas cronicas e complexas, podendo surgir em decorréncia da infiltragdo direta
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e abundante de ceélulas imunes mononucleares, bem como a producdo de citocinas
inflamatorias, em um processo redundante (ALMEIDA, 2016), (ETIENNE et al., 2020).

O processo inflamatorio é dividido em etapas ou fases definidas na seguinte ordem: i)
Agressdo, que se manifesta através dos fendmenos irritativos ou de reconhecimento do agente
lesivo; ii) Reacgdo vascular, caracterizada pela vasodilatagdo e aumento do fluxo sanguineo; iii)
Exsudagdo plasmatica e celular, onde ocorre a saida de leucdcitos e proteinas do sangue em
direcdo ao local da infeccdo para remocdo do agente agressor; iv) Controle da resposta,
caracterizada pela proliferacao de tecido vascular local, e v) Reparacdo/Cicatrizacdo, que trata
da resolucao do processo, sendo o reparo da area lesada (ALMEIDA, 2016).

As principais fases da inflamag&o séo reacdo vascular e resposta celular, pois ambas sdo
ativadas por mediadores quimicos derivados de proteinas plasmaticas e de varias células. A
ocorréncia desses eventos provoca as manifestacdes clinicas da inflamagdo, que sdo
denominadas de sinais cardinais (Figura 5) e incluem: calor, rubor, tumor, dor e perda de
funcdo (KUMAR et al., 2013).

Figura 5: Sinais cardinais da inflamacao.

CALOR RUBOR EDEMA PERDA DE
FUNGAO

Fonte: VIANA, 2016.

O calor (temperatura elevada) e o rubor (eritema) sdo consequéncias da vasodilatacéo,
gue aumenta a circulacdo sanguinea na area inflamada, devido a concentracdo de sangue e ao
aumento da temperatura pelo maior fluxo sanguineo. O tumor (edema) é resultado do aumento
da permeabilidade vascular que permite o extravasamento vascular de liquidos e, portanto, a
formacéo do edema. A dor (algia) se manifesta, pela compressao de terminacdes nervosas pelo
edema e pelos mediadores quimicos liberados no corpo como resposta a injuria tecidual. Por
fim, surge a perda de funcdo, total ou parcial, resultante do edema e da dor, principalmente em
articulacgdes e tecidos ou membros relacionados ao movimento, ocasionando limitagdes e/ou

impedimentos nas agdes do individuo (BARNES et al., 2016).
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Sendo os sinais cardinais consequéncias dos fendmenos vasculares e exsudativos
induzidos por diferentes mediadores quimicos, é valido destacar os mediadores de origem

celular e plasmatica, bem como suas fung¢des no processo inflamatorio.

3.5 MEDIADORES QUIMICOS INFLAMATORIOS

Os mediadores derivados de células sdo pré-formados em granulos intracelulares e
podem ser rapidamente secretados por exocitose do granulo ou sdo sintetizados em resposta a
estimulos. Os mediadores derivados do plasma sao produzidos principalmente no figado e estdo
presentes na circulagdo como precursores inativos que precisam ser ativados, geralmente esse
papel de ativacdo recai sobre uma série de clivagens proteoliticas, assim, esses mediadores
adquirem suas propriedades bioldgicas (KUMAR et al., 2010).

Dessa forma, serd abordado alguns dos mediadores mais importantes da inflamacao
aguda, inicialmente sera destacado os derivados de células, em seguida aqueles derivados de

proteinas plasmaticas.
3. 5. 1 Mediadores derivados de células

3. 5. 1. 1 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas estdo entre os primeiros mediadores a serem liberados durante a
inflamacdo, elas se manifestam na segunda etapa do processo inflamatério, com importantes
acles nos vasos sanguineos, as duas principais sdo a histamina e a serotonina.

A histamina é liberada dos granulos dos mastdcitos em resposta a varios estimulos como
lesdo fisica por trauma ou calor o que causa vasodilatacdo das arteriolas, aumento da
permeabilidade vascular, com isso produz a contracdo do endotélio venular e das lacunas
interendoteliais (ALMEIDA, 2016).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) apresenta acdo semelhante a histamina, por sua vez
estd presente nas plaquetas e em certas células neuroenddcrinas. Sua liberacdo das plaguetas
pode ocorrer durante o processo de agregacdo plaquetaria, uma vez que é o componente-chave
da coagulacdo, a serotonina também resulta em permeabilidade vascular aumentada (KUMAR
etal., 2010).

3.5. 1. 2 Metabdlitos do Acido Araquiddnico (AA)

O &cido araquiddnico (AA) é um acido graxo poli-insaturado, ele ndo se apresenta livre
em células, mas normalmente é esterificado nos fosfolipidios da membrana, que acontece
guando as células séo ativadas por diversos estimulos, assim, 0 AA da membrana é convertido
através de acdo enzimatica por duas vias metabolicas, produzindo as prostaglandinas e 0s
leucotrienos (KUMAR et al., 2010).
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As prostaglandinas (PGs) sdo produzidas pelos mastécitos, macrofagos, células
endoteliais e muitos outros tipos celulares, sendo decorrentes das acdes de duas ciclo-
oxigenases, as enzimas COX-1 e COX-2. A principal funcdo das prostaglandinas esta
relacionada a geracdo da resposta inflamatoria, cuja producdo é exacerbada pela ativacdo da
cascata do AA, oriundo da degradacéo fosfolipidica (ETIENNE et al., 2020), (KUMAR et al.,
2010).

Os leucotrienos sdo produzidos a partir das enzimas lipoxigenases, de todos 0s
leucotrienos conhecidos, 0 LTB4 é o mais estudado como alvo terapéutico na inflamacao, ele
exerce potente atividade quimiotatica para leucdcitos, eosin6filos e mondcitos, pois promove a
migracdo destes tipos celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os leucotrienos ativam
as células da série branca, promovendo a desgranulacdo e a producdo de superoxidos, que
contribuem para os danos teciduais caracteristicos da inflamacdo (COTRAN et al., 2000),
(COUTINHO et al., 2009), (KUMAR et al., 2010).

3. 5. 1. 3 Fator Ativacao Plaquetaria (PAF)

O PAF é também € um mediador derivado de fosfolipidio, € assim chamado porque foi
descoberto como um fator que causa agregacdo plaquetéria, no entanto, atualmente é conhecido
por ter multiplos efeitos inflamatérios. O PAF exerce papel importante na fisiologia vascular
pela estimulacdo das plaquetas, participando da modulacdo na vasoconstricdo e na
broncoconstricdo, em concentracdes baixissimas, induz a vasodilatacdo e o0 aumento na
permeabilidade venular (ETIENNE, R. et al., 2020), (KUMAR et al., 2010).

Dentre outras funcdes, o PAF causa aumento na adesdao dos leucdcitos, quimiotaxia,
desgranulacdo e a explosdo oxidativa; pode provocar a maioria das reacdes vasculares e

celulares da inflamacdo; auxilia na sintese de outros mediadores (COTRAN et al., 2000).

3. 5. 1. 4 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

As espécies reativas derivadas do oxigénio podem ser liberadas de forma extracelular
dos leucdcitos apds a exposicao a micrébios, quimiocinas e imunocomplexos ou em seguida ao
estimulo fagocitico. Sdo compostos instaveis e extremamente reativos, capazes de transformar
outras moléculas com as quais colidem. As principais espécies produzidas dentro das células
sdo: anion superoxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH")
(SILVA; GONCALVES, 2010), (KUMAR et al., 2010).

Um fator a ser destacado é que a funcdo fisiologica dessas espécies nos leucdcitos é
destruir os microbios fagocitados, mas a liberacéo desses potentes mediadores pode ser danosa

ao hospedeiro. Com relacdo ao processo inflamatdrio, sdo responsaveis pelo dano celular
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endotelial, ocasionando o0 aumento na permeabilidade vascular, causa injdria a outros tipos
celulares e a inativagéo de antiproteases (KUMAR et al., 2010).
3. 5. 1. 5 Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico (NO) € uma espécie radicalar, sintetizada em macréfagos, no musculo
cardiaco e em células endoteliais por acdo da enzima do NO sintase, a partir da
biotransformacdo de L-arginina em L-citrulina. O NO atua como neurotransmissor e exerce
varias outras funcdes fisioldgicas (ETIENNE et al., 2020).

Quanto as suas fungdes no processo inflamatorio, o0 NO tem ac¢Ges duplas, pois contribui
para a reagdo vascular quando relaxa o musculo liso vascular, promovendo a vasodilatac&o, e
também pode ser um inibidor do componente celular das respostas inflamatorias. Dentre outras
acoes, o NO reduz a agregacao e adesdo plaquetarias, inibe varias caracteristicas da inflamacéo

induzida pelos mastdcitos e o recrutamento de leucécitos (KUMAR et al., 2010).

3. 5. 1. 6 Citocinas e Quimiocinas

As citocinas sao proteinas liberadas por células como os mondcitos e macréfagos,
linfocitos T, linfocitos B e mastdcitos, além de células endoteliais, fibroblastos e adipécitos.
Sendo as citocinas pro-inflamatérias TNF (Fator de Necrose Tumoral) e IL-1 (Interleucina-1)
as principais envolvidas na inflamacdo, produzidas particularmente pelos macrofagos
(ALMEIDA, 2016), (ETIENNE et al., 2020).

O principal papel das citocinas TNF e IL-1 no processo inflamatorio esta relacionado
com a ativacdo endotelial, estimulando a expressdo de moléculas de adesdo nas células
endoteliais, 0 que resulta em aumento do recrutamento, aderéncia dos leucécitos e aumento da
producdo de citocinas adicionais (ALMEIDA, 2016).

Dentre as citocinas adicionais produzidas, as quimiocinas tém destaque, uma vez que
atraem e ativam as células inflamatdrias moveis, ou seja, elas estimulam o recrutamento dos
leucdcitos na inflamacéo e controlam a migracdo normal das células atraves dos varios tecidos
(COUTINHO et al., 2009), (KUMAR et al., 2010).

3. 5. 1. 7 Neuropeptideos

Os neuropeptideos sdo secretados por nervos sensoriais e varios leucocitos, tém
determinadas func@es na iniciagdo e propagacdo de uma resposta inflamatoria. Dentre os quais
tem-se a substancia P, que desempenha muitas fun¢ées no processo inflamatério, como a
transmissdo de sinais de dor, regulacdo da pressdo sanguinea, estimulacdo da secrecdo em

células enddcrinas e aumento na permeabilidade vascular (KUMAR et al., 2010).
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Outro mediador dessa classe é a bradicinina que afeta a vasculatura promovendo
dilatacdo de vasos sanguineos e aumento da permeabilidade vascular, assim como, desempenha
papel importante na dor, visto que possui um potente efeito algésico, diminuindo o limiar da

dor nas terminac@es nervosas (KUMAR et al., 2013).
3. 5. 2 Mediadores derivados do plasma

3. 5. 2. 1 Sistema Complemento

O sistema complemento é formado por vérias proteinas derivadas do plasma, sendo que
algumas sdo numeradas de C1 até C9. Este sistema funciona tanto na imunidade inata quanto
na adaptativa para a defesa contra patdgenos microbianos. No processo de ativacdo do
complemento, varios produtos da quebra das proteinas do complemento sdo elaborados e
causam permeabilidade vascular aumentada, quimiotaxia e opsonizagdo (KUMAR et al., 2010).

Quando se considera a ativagdo e as fungbes do sistema complemento, ganha
visibilidade as anafilotoxinas ou fragmentos C3a, C4a e principalmente o C5a, pois eles
promovem degranulacdo dos mastdcitos, com isso afetam a vasculatura, e também séo
quimiotéticos, participando na migragdo dos granulécitos (neutrofilos, eosinofilos) e mondcitos
durante a inflamagédo (KUMAR et al., 2013).

3. 5. 2. 2 Sistemas da Coagulacéo e das Cininas

E necessario entender que a inflamagéo e a coagulacio sanguinea sdo frequentemente
entrelacadas, sendo que uma promove a outra. O sistema da coagulacdo é dividido em duas vias
gue convergem, o0 que resulta na ativacao da trombina e na formacdo de fibrina. De forma que
a inflamacdo aumenta a producéo de varios fatores da coagulacdo, por outro lado, a trombina
(produto da coagulagdo) promove inflamacao pelo engajamento dos receptores ativados por
proteases (PARs) (KUMAR et al., 2010).

Os sistemas da coagulacdo estdo conectados aos sistemas das cininas, que por sua vez
exercem funcdes relacionadas ao aumento da permeabilidade vascular, inducéo da inflamacéo,
quimiotaxia de neutréfilos, vasodilatacdo, extravasamento de plasma, dor e ativacéo do sistema
complemento, além de estar envolvido na ativacdo e liberagdo de oxido nitrico (NO) e
diferentes citocinas, incluindo TNF- a, IL-1 B ( FONSECA; JOVILIANO, 2020).

3. 5. 3 Doengas Inflamatorias

A inflamagdo é uma reacdo natural do organismo a danos teciduais e estimulos
prejudiciais, como invasdo por patdgenos, injuria celular e tecidual. Com isso, ha uma
diversidade de doencas que envolvem o processo inflamatério, tendo em vista estudos com

atividade farmacologica da planta em estudo, bem como seu uso tradicional, buscou-se fazer
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uma abordagem sobre as doencas inflamatdrias intestinais, mas especificamente a diverticulite
aguda (DA), relacionando-a ao contexto do mecanismo de agdo do agente agressor
(carragenina) utilizado nos testes (ETIENNE et al., 2020).

O mecanismo de acdo da inflamacdo induzida por carragenina envolve trés etapas
distintas, de acordo com os mediadores envolvidos. Na etapa inicial, nos primeiros 90 minutos,
ocorre a liberagcdo de histamina e serotonina, responsaveis pela vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular no inicio do processo inflamatério. A segunda etapa, que ocorre entre
90 e 150 minutos, é desencadeada por cininas, que tem a capacidade de induzir um aumento na
permeabilidade dos vasos sanguineos e a biossintese de prostaciclinas e outros autacoides
participantes do processo inflamatério. Ja a terceira etapa comeca a partir de 150 minutos,
através do aumento da sintese de prostaglandinas no tecido inflamado, com um pico maximo
na terceira hora, ocorrrendo uma infiltracdo macica de leucdcitos polimorfonucleares (UENO
et al., 2000); (CARVALHO, 2011).

Por usa vez, a diverticulite aguda representa quadro de inflamagdo e infeccdo de
diverticulos coldnicos, ocorre em 10 a 25% dos pacientes, podendo evoluir para formacéo de
abscesso, fistula, perfuracdo com peritonite e estenose com obstrucdo colénica (WARNER et
al., 2007). As manifestagdes clinicas da DA dependem da localizagéo do diverticulo acometido,
presenca de complicacdes e intensidade do processo inflamatdrio (TURSI et al., 2020).

A patologia é caracterizada por manifestacdes, como: dor abdominal com predominio
no quadrante inferior esquerdo, com ou sem febre e associada a mudancas no habito intestinal,
como diarréia ou constipacdo (CHABOK et al., 2021). Além da dor abdominal, podem estar
associados: nauseas, vomitos, flatuléncia e inchago. Diante disso, os sintomas da DA podem
vir de uma complicacdo, como perfuracdo intestinal, formacéao de fistula ou abscesso coldnico
(CARR; VELASCO, 2022).

Como a localizagdo mais comum da diverticulite é o c6lon sigmoide, 70% dos pacientes
relatam dor em cdlica localizada na fossa iliaca esquerda (FIE), de carater recorrente,
progressivo e persistente durante alguns dias. Em torno de 3 a 5 dias ap0s o inicio da dor pode
ocorrer uma agudizacdo do quadro clinico, com queda do estado geral, sinais flogisticos e
irritacdo peritoneal (TOWNSEND et al., 2019).

Considerando a patologia da diverticulite aguda, é notério que o processo inflamatorio
segue 0 mecanismo de acdo semelhante a carragenina evidenciado pelos sinais cardinais
listados em sua patologia, assim, os resultados dos ensaios realizados no decorrer desta pesquisa

demonstram que o ExtFH tem certo potencial para tratar a DA e outras doencas inflamatorias.
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3.6 MODELO EXPERIMENTAL
3. 6. 1 Taxonomia Zebrafish

O zebrafish é um peixe definido como cipriniforme, nativo do sul da Asia, originario
dos rios da India, Bangladesh e Nepal (DAMMSKI et al., 2011). E um animal que recebe a
seguinte classificacdo cientifica: Reino: Animalia, Filo: Chordata, Classe: Actinopterygii,
Ordem: Cypriniformes, Familia: Cyprinidae, Género: Danio, Espécie: D. rerio (SEGNER,
2009; QUITIAN-USEQUE, 2021).

3. 6. 2 Zebrafish (Danio rerio)

O pesquisador George Streisinger, foi o pioneiro em estudos com o zebrafish (Danio
rerio). E um teledsteo conhecido no Brasil como paulistinha, sendo utilizado por diversos
pesquisadores em muitos locais (SANT'ANNA, 2009), (STREISINGER et al., 1981). O seu
tamanho é de 4 a 5 cm, logo raramente excede 40 mm de comprimento padrdo (SL, da ponta
do focinho até a origem da nadadeira caudal). Assim, seu formato corporal é fusiforme e
comprimido lateralmente, com boca obliqua voltada para cima (BARMAN, 1991).

As caracteristicas marcantes para a espécie sdo uma linha lateral incompleta que se
estende até a base da nadadeira pélvica, dois pares de barbilhos e cinco a sete listras
longitudinais azuis escuras que se estendem de tras do opérculo até a nadadeira caudal (Figura
6) (BARMAN, 1991). Machos e fémeas tém coloracdo semelhante, embora os machos tendam

a ter barbatanas anais maiores com coloragcdo mais amarela (SPENCE et al., 2008).

Figura 6: Zebrafish (Danio rerio).

Fonte: AUTOR, 2023.
O zebrafish pode alcancar a maturidade sexual em cerca de quatro a cinco meses de

vida, semelhante a outros vertebrados, ele reproduz-se sexualmente, sua fertilizacdo é externa
e ocorre em meio aquatico (SPENCE et al., 2008), (QUITIAN-USEQUE et al., 2021). E uma
especie em que suas informagdes hereditarias se encontram decodificadas, logo apresentam um
elevado grau de homologia (aproximadamente 70%) aos genes do ser humano, ou seja,
apresentam grandes semelhancas bioldgicas (GHENO et al., 2015) (HOWE et al., 2013).
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3. 6. 3 Zebrafish como modelo animal para pesquisas

Nos ultimos anos, foi compreendido como o zebrafish se compara aos humanos em
termos de alvos, fisiologia, metabolismo de drogas e farmacologia, em particular durante os
primeiros dias de vida, quando é possivel abriga-los em placas de pogos multiplos adequadas
para triagem. No entanto, questdes sobre a relevancia para os seres humanos permanecem de
importancia central para seu uso na descoberta de drogas (MACRAE; PETERSON, 2015).

O Danio rerio tem se tornado um dos animais mais utilizado como modelo in vivo nos
laboratdrios, na realizacdo de experimentos e pesquisas cientificas em diversas areas,
principalmente ambiental e farmacoldgica, assim, grande parte dos resultados das pesquisas é
reunido na comunidade ZFIN — Zebrafish Information Network (SPENCE et al., 2008).

Estudos revelam que o zebrafish € um modelo eficaz para testar a atividade in vivo de
muitos compostos quimicos. Quando comparado a roedores, a toxicologia do Danio rerio é
bem mais barata e pode ser realizada rapidamente em grande nimero de compostos. Além disso,
pode ser inserido precocemente no desenvolvimento pré-clinico, o que justifica a aceitacdo de
estudos com esta espécie animal, por parte das agéncias reguladoras de medicamentos
(MACRAE; PETERSON, 2015) (SA HYACIENTH et al., 2020).

Portanto, as caracteristicas do zebrafish fazem que ele seja um modelo seguro na
pesquisa in vivo, pois apresenta as vantagens do pequeno tamanho, rapida taxa de reproducao,
facilidade de manuseio e manutencdo, uma vez que necessita de pouco espaco, podendo ser
facilmente mantido e distribuido nos aquarios (SANT'ANNA, 2009).

Além disso, o Danio rerio tem um genoma totalmente caracterizado com dominios
funcionais de muitas proteinas-chave quase idénticas aos seus homologos humanos
(FERREIRA et al., 2023). Ademais, estudos que envolvem alteracfes teciduais em érgdos
como branquias, rins, figado e intestinos, causadas por efeitos toxicos de substancias, podem
ser avaliados com o zebrafish (CARVALHO et al., 2018).

3. 6. 4 Zebrafish como Modelo de Estudo da Inflamacéo

Ha diferentes estudos em que o zebrafish tem sido utilizado como modelo animal
experimental para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria. Borges e colaboradores (2018) no
estudo para avaliar a acdo anti-inflamatoria de nanoemulsdes obtidas a partir do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis L, a inflamag&o foi induzida com carragenina administrada por via
intraperitonealem zebrafish. O edema abdominal e as alteragdes teciduais foram parametros
para avaliar a capacidade das nanoemulsdes de potencializar a atividade anti-inflamatoria deste

6leo em zebrafish.
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Por outro lado, Quitian-Useque e colaboradores (2021) em estudo sobre a agdo anti-
inflamatoria de etanolaminas graxas (AGBe) isoladas da Bertholletia excelsa utilizaram o
Danio rerio como modelo animal. Os resultados obtidos no teste de edema com carragenina
mostraram atividade anti-inflamatdria, inclusive desencadeando um efeito dose-resposta.

Nesse contexto, Holanda et al., (2022) estudaram o potencial anti-inflamatério de
baicaleina combinada com proteina de fibroina de seda (BASF) em zebrafish como modelo
animal. A inibicdo do edema inflamatorio induzido pela carragenina nos grupos tratados com
BASF demonstrou resultados satisfatorios em todas as doses utilizadas. As analises
histopatol6gicas e comportamentais com zebrafish para ensaios anti-inflamatérios confirmaram
a proposta do estudo, a criagdo de uma formulacdo simples, estavel e segura.

Recentemente, Souza e colaboradores (2022) em estudo sobre a atividade anti-
inflamatdria de Trattinnickia rhoifolia Willd (Sucuruba) utilizaram o modelo zebrafish. O
extrato desta planta apresentou acéo anti-inflamatdria significativa em todas as doses testadas,
e essa atividade foi confirmada por estudos de docking molecular, nos quais as moléculas

identificadas por GC/MS, apresentaram bons perfis para inibicdo enziméatica da COX-2.
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4 MATERIAL E METODOS
e
4.1 REAGENTES

Acetato de etila (99%), dimetilsufoxido (97%), hexano (98%), etanol (98%) e metanol
(98,8) foram adquiridos pela Synth® (Sdo Paulo, Brasil) e sulfato de magnésio anidro (NazSOa4
XH-0) pela Regen (S&o Paulo, Brasil). Carragenina foi adquirida pela Sigma — Aldrich Brazil
(iota tipo 1, Lote 65H1096) e indometacina (Sigma Co. Sumao Paulo, Brasil).
4.2 ANALISE FITOQUIMICA

4. 2.1 ldentificagdo do material vegetal

O material vegetal foi coletado na cidade de Palmas (Tocantins-Brasil), em uma horta
cultivada na Regido Urbana de Palmas, com as coordenadas geograficas 10°18 '05" S, 48°3469
'26" W. A identificacdo boténica foi realizada pelo Complexo de Ciéncias Agrarias - CCA
(UNITINS AGRO).

4. 2. 2 Preparacao do extrato etanolico

Os bulbos da planta foram lavados com agua destilada e selecionados, em seguida foram
secos em temperatura ambiente por 2 dias. Trasferidos para estufa de secagem e esterilizacdo a
40 °C por 4 dias. Apos a secagem, o material vegetal foi triturado em liquidificador de baixa
rotacdo (Modelo: LQI-04). Assim, o extrato etanélico (EE) foi obtido por percolacao no periodo
de 10 dias, utilizando aproximadamente 200 g do material moido e etanol 92° GL, como liquido
extrator. Apds a percolacdo, o material foi filtrado, descartando a parte solida, e a parte liquida

foi levada para retirada do excesso de solvente no evaporador rotativo.

4. 2. 3 Fracionamento do extrato etandlico

O fracionamento do EE seguiu a metodologia descrita por Malheiros (2008), com
algumas modificacOes. Ressuspendendo 20 g do extrato etandlico em 150 mL de uma solucéo
de metanol/agua (1:1) por 24 horas, em seguida, o material foi filtrado, a parte liquida foi usada
para uma particdo liquido/liquido com hexano. A extracao foi realizada com 2 (duas) aliquotas
de 50 mL do solvente, depois foi adicionado sulfato de magnésio ao meio e realizado a filtragdo

com papel filtro, posteriormente as amostras foram rotaevaporadas.

4. 2. 4 Andlise por Cromatografia Gasosa — Espectrometria De Massas (CG-EM)

A fracdo hexanica foi submetida a andlise por cromatografia a gas acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM), em um aparelho Shimadzu/GC 2010 acoplado a um
autoinjetor Shimadzu/AOC-5000 e um impacto de feixe de elétrons detector (Shimadzu

MS2010 Plus) (70 eV), equipado com DB-5MS coluna de silica fundida (Agilent J &
30




WAdvanced 30 m x 0,25 mm x 0,25mm) (65 kPa). Os parametros foram: proporg¢éo de diviséo
1:20, Hélio como gas de arraste, volume de injecdo de 1,0 mL, temperatura do injetor: 250 °C,
temperatura do detector: 250 °C, temperatura inicial da coluna: 50 °C, permanecendo por 1 min,
Taxa de aquecimento de 5 C/min a 250 °C. O tempo total de analise foi de 45 minutos. A
identificacdo das naftoquinonas foi feita por comparagdo do espectro de fragmentacdo com
aqueles contidos na biblioteca CG-MS (banco de dados MS, NIST 5.0).

4. 3 ESTUDO DA TOXICIDADE AGUDA E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA EM
MODELO ANIMAL ZEBRAFISH (Danio rerio)

4. 3. 1 Animais Experimentais

Foram utilizados aproximadamente 200 zebrafish adultos machos e fémeas, pesando
entre 300-1000 mg, adquiridos da Acqua New Aquarium and Fish LTDA, ME (Itagassu-PE,
Brasil), os quais foram mantidos em em quarentena na Plataforma Zebrafish do Laboratério de
Pesquisas Farmacéuticas da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP-Brasil). Apos o periodo
de quarentena, os animais foram aclimatados em condicdes controladas de pH (6,0-8,0),
temperatura (24-28° C), alcalinidade (50-100 mg/L), salinidade (0,5-2,0 g/L) e oxigénio
dissolvido (acima de 4 mg/L), com fotoperiodo claro/escuro (12/12h), conforme descrito por
Carvalho et al., (2018). Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
estabelecidas para o cuidado de animais, e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
- CEUA - UNIFAP, da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP-Brasil), com protocolo
namero 022/2022.

4. 3. 2 Determinacéo de DL50

Os animais utilizados foram coletados aleatoriamente do sistema de manutencéo,
mantidos em jejum por 24 horas antes do tratamento oral com ExtFH nas doses de 250, 350,
360, 370 e 400 mg/kg. Os animais foram pesados e imobilizados em uma esponja e, com auxilio
de uma pipeta volumétrica (HTL Lab Solutions), foi administrado o tratamento oral, no volume
maximo de 1,5uL/animal. Apés o tratamento, os animais foram observados por 48 horas para
avaliagdo comportamental e mortalidade, assim, a DL 50 foi determinada usando o método
probit (SOUZA et al., 2019), (BORGES et al., 2018).

4. 3. 3 Avaliagdo Comportamental e Mortalidade

As reacGes comportamentais foram avaliadas em trés estagios: (I) aumento da
atividade natatoria, espasmos e tremores no eixo da cauda; (I1) movimento circular e perda de
postura; (I11) clénus, perda de motilidade, deposi¢do do animal no fundo do aquario e morte.

Os animais foram avaliados individualmente, assim, na auséncia de resposta a estimulacéo
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mecanica e ndo detec¢do de movimento do opérculo, o animal foi considerado morto (SOUZA
et al., 2016). Ao final das observacgdes, os animais foram eutanasiados sob resfriamento
anestésico, de acordo com as Diretrizes Americanas para Eutanasia Animal da Veterinary

Medical Association.

4. 3. 4 Grupos de tratamento e vias de administracao

Os tratamentos foram realizados por metodos diferentes utilizando 0s mesmos grupos
para nivel de comparacdo, e as substancias de teste foram codificadas. Indometacina, DMSO,
Tampéo fosfato-salino (PBS) e ExtFH foram administrados via oral pelo método de gavagem,
conforme descrito por Carvalho et al., (2018) e Borges et al., (2018).

Os animais foram separados em cinco grupos principais (n=12 / grupo): grupo A —
controle (PBS + SS): tratados com solucéo salina (2 uL, v.0) e PBS (diluente da carragenina -
20 uL i.p); grupo B — controle negativo (CAR): animais tratados apenas com Cg (20 uL, i.p);
grupo C - controle (DMSO + CAR): tratados com DMSO (2 pL, v.0) e Cg (20 pL, i.p); grupo
D — controle positivo (Indometacina + CAR): animais que receberam indometacina (10 mg/kg,
V.0 - po, Sigma Co. Sumao Paulo, Brasil) e Cg (20 uL, i.p); grupo E — tratamentos (ExtFH +
CAR): animais que receberam a ExtFH, com subgrupos de acordo com as doses (2,5, 5, 10, 20
mg/kg, v.0) e Cg (20 uL, i.p), de acordo com Borges et al., (2018).

4. 3.5 Inducgéo da inflamagéo com carragenina e mensuragao do edema

Primeiramente os animais foram anestesiados em agua (8-10° C). Logo, o ensaio foi
dividido em dois métodos. No método 1 (M1), os grupos receberam os tratamentos
administrado por via oral 1 hora antes da aplicacdo de carragenina via intraperitoneal. No
método 2 (M2), os grupos receberam a aplicacdo de carragenina via intraperitoneal 1 hora antes
da administracdo dos tratamentos via oral. A carragenina (iota tipo Il, Sigma Co, Lote
65H1096) foi administrada em um volume de 20 pL solubilizada em PBS (BORGES et al.,
2018).

Todos os animais foram pesados individualmente em balanca analitica (FA2104N,
Bioprecisa Co., Sdo Paulo, Brasil), antes de iniciar o experimento (Pl= peso corporal inicial) e
no final do experimento, ou seja, no pico maximo do edema (PF= peso corporal final) apos 6
horas de administragdo da carragenina. A diferenca do peso corporal (# PC= PF - PI) dos
animais e o percentual de inibi¢do da inflamagdo (% I1) foram calculados, de acordo com: % I
= 100% - [Média (tratamento ExtFH) 100%/ média (controle negativo). Entdo, os animais
foram eutanasiados, fotografados com uma camera fotografica (Samsung WB150F, Brasil) e,

imediatamente armazenados em solugdo de Bouin para para estudo histopatolégico, com base
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em estudos anteriores (CARVALHO et al., 2018), (BORGES et al., 2018), (HOLANDA et al.,
2022).

4. 3. 6 Analise histopatoldgica

Para analise histopatologica do figado, intestino e rins, os animais foram fixados em
solucdo de Bouin por 24 horas, descalcificados em solugio de EDTA (Acido etilenodiamina
tetracético, Sigma Co., Sdo Paulo, Brasil) por 24 horas. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%) e posteriormente, diafanizadas
por impregnacdo com xilol e incluidas na parafina. As amostras foram seccionadas a 5 pm
usando um micrétomo (Brand Rotary Microtome Cut 6062, Slee Medical, Alemanha), as se¢es
de tecido passaram pelo processo de coloracdo com hematoxilina e eosina, por fim foi realizada
a analise histopatologica. As imagens foram analisadas em Microscépio Olympus BX41-
Micronal e fotografadas com camera MDCE-5C USB 2.0 (digital), conforme descrito por Souza
et al., (2016), Carvalho et al., (2018), Borges et al., (2018).

4. 3. 7 Avaliacdo das alteracgdes histopatologicas

O Indice de Alteracbes Histopatoldgicas (IAH) foi calculado a partir dos niveis de
alteracOes teciduais observadas nos 6rgdos analisados. Essas alteracdes foram classificadas em
niveis I, 1l e 11, com o valor de IHA indicando se o 6rgdo estava saudavel (0 a 10), com
alteracdes de leves a moderadas (11 a 20), com alteracGes moderadas a graves (21 e 50) , ou
com lesdes irreversiveis (> 100) (SOUZA et al., 2019; CARVALHO et al., 2018), (POLEKSIC;
MITROVIC-TUTUNDZIC., 1994).

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

1= ai +10 X7, bi + 10> 3.1, ci

2N

Onde: a: alteragBes do primeiro estagio; b: alteracGes do segundo estagio; c: alteraces do
terceiro estagio; na: nimero de alteracBGes consideradas como primeira etapa; nb: namero de
alteracBes consideradas como segunda etapa; nc: numero de alteracbes consideradas como
terceira etapa; N: numero de peixes analisados por tratamento.
4. 3. 8 Andlise estatistica

Para determinar a dose letal mediana (LD50), a analise probit foi realizada usando o
software GraphPad Prism versdo 6.0. Os resultados do estudo histopatologico foram expressos
como media £ erro padrdo da média (SD). Foi aplicada a ANOVA (analise de variancia) one-

way, seguida do teste post hoc de Tukey-Kramer para andlise estatistica. Valores de P < 0,05
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foram considerados estatisticamente significativos. Os graficos foram registrados pelo
programa Graph Pad Prisma® (verséo 9.0).
4.4 DOCKING MOLECULAR
4. 4. 1 Selecdo de enzimas e estrutura inibitéria

A estrutura cristalografica da COX-1 (PDB ID 3N8X) de Ovis aries e COX-2 (PDB ID
5KIR) de Homo sapiens foram baixados do Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/).

Simulagdes de docking molecular foram realizadas com estruturas cristalinas complexadas com
Nimesulida (NIM) e Rofecoxib (RCX) com resolucdes de 2,75 e 2,70 A, respectivamente
(SIDHU et al., 2010; KURUMBAIL et al., 1996; ORLANDO; MALKOWSKI, 2016). NIM,
RCX, Celecoxib (CEL) e Indometacina (INM) foram utilizados como ligantes de controle em
estudos de docking molecular com base em um protocolo padréo estabelecido (CRUZ et al.,
2018; LEAO et al., 2020; ARAUJO et al., 2020).

A atribuicdo da protonacao e dos estados tautomericos dos ligantes foi realizada com o
programa Discovery Studio® 2.0 (2008), enquanto os a&tomos de hidrogénio da proteina foram
adicionados com PROPKA usando pH fisiologico 7,4. Simulagdes de acoplamento COX-1 e 2
foram realizadas em AutoDock 4.2/Vina 1.1.2 e PyRx 0.8.30 (https://pyrx.sourceforge.io/). A

validacdo dos protocolos de docking molecular foi realizada através da sobreposicéo do ligante
cristalogréfico (pose experimental) e da melhor conformacéo obtida (pose de docking) com
base no valor do desvio quadratico médio (RMSD) (RAMOS et al., 2019; RAMOS et al., 2020;
SANTOS et al., 2020; RAMOS et al., 2022; ARAUJO et al., 2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA FRACAO HEXANICA

Na analise cromatografica da fracdo hexanica foram identificados constituintes
quimicos majoritarios derivados de quinonas. O perfil cromatografico apresentou quatro picos
(substancias) que correspondem aos compostos quindnicos, classificados como naftoquinonas,
dentre as quais dois ja foram relatados na literatura, encontrados na encontrados na E. bulbosa
(Miller) Urb e demais espécies.

O cromatograma de lons Totais (Figura 6) demonstra a Eleuterina (Pico 1), com ion
molecular 272 m/z e férmula molecular C16H1604; 0 Eleuterol (Pico 2), correspondente ao ion
molecular 244 m/z e formula molecular C14H1204; duas substéncias ainda néo identificadas,

com ion molecular 270 m/z (Pico 3), com ion molecular de 284 m/z (Pico 4), que foram eluidas
entre 32 a 38 minutos.

Figura 7: Anélise cromatogréafica por CG-EM da Fracdo Hexanica do extato etandlico de E. bulbosa.
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O perfil espectral tracado a partir desta fragdo proporcionou a identificacdo dos
compostos e elucidagdo de suas estruturas quimicas, tais como Eleuterina e Eleuterol, ambos ja
encontrados nas especies Eleutherine americana MERR. et HEYNE, Eleutherine bulbosa
(Mill.) Urb e Eleutherine plicata Herb relacionado ao efeito das atividades microbioldgicas e
antioxidantes do referido extrato, logo a caracterizacdo inicial confirma a presenca de
naftoquinonas na composicdo da planta (MALHEIROS, 2008), (RIBEIRO, 2008),
(GALLUCIO, 2014).

As naftoquinonas estdo majoritariamente presentes em plantas deste género, elas podem
danificar alguns componentes celulares importantes tanto de células normais como de células
malignas. Esses compostos induzem o estresse oxidativo no organismo através do ciclo de
oxidacdo e reducdo das quinonas, assim, os radicais livres sdo absorvidos com mais rapidez.
Esse mecanismo de acdo é importante pois, alguns microrganismos patogénicos sao muito mais
sensiveis ao estresse oxidativo que os hospedeiros humanos, podendo ser combatido e
eliminado SILVA et al., 2003).

5.2 EXPERIMENTACAO ANIMAL
5. 2. 1 Estudo de Toxicidade Aguda - Obtencéo da dose letal média (DL50) e Avaliacao

dos Parametros Comportamentais

Apds a administracdo oral da ExtFH nas doses de 250, 350, 360, 370 e 400 mg/kg, 0s
grupos foram observados por 48 h, havendo 6bito nas quatro maiores doses, 0 que possibilitou
calcular a dose letal média (DL50) de 346,74 mg/kg. Nas primeiras horas, observou-se que a
ExtFH desencadeou mudancas comportamentais significativas nos animais, pois, sinais de
estresse como aumento da atividade natatéria, perda de equilibrio e motilidade, permanéncia
no fundo e morte foram registrados (SOUZA et al., 2019).

Dessa forma, os animais do grupo 1 (250 mg/kg) apresentaram perda de equilibrio,
aumento da atividade de natacdo e deposicdo do animal no fundo nas primeiras horas, depois
se recuperaram e voltaram a nadar normalmente até o tempo final do experimento. Os animais
do grupo 2 (350 mg/kg) apresentaram apenas perda de equilibrio e aumento da atividade
natatdria na primeira hora e depois se recuperaram. Por outro lado, os animais do grupo 3 (360
mg/kg) apresentaram aumento da atividade natatoria, perda de equilibrio, perda da motilidade
e deposicdo no fundo na primeira hora, sendo que houve duas mortes apds 3 horas de
observacao.

No grupo 4 (370 mg/kg), os animais apresentaram aumento da atividade natatoria,

perda da motilidade e perda de equilibrio, essa Ultima alteracdo permaneceu por 6 horas em
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um animal, e ocorreu duas mortes, sendo uma ap6s 3 h e outra apos 24 horas. Por fim, no grupo
5 (400 mg/kg), os animais apresentaram aumento da atividade natatdria, perda de equilibrio,
perda da motilidade e deposicdo no fundo nas primeiras horas, apos isso a maioria dos animais
morreram, ficando apenas um com deposicdo no fundo, e morreu ap6s 24 horas.

Nesse sentido, as mudangas comportamentais durante a obtencdo da dose letal média
(DL50), demonstram que a ExtFH induziu poucas alteracbes em relacdo ao padrdo normal
quando observado em 48 h. De acordo com Holanda e colaboradores (2022), essas alteracdes
podem indicar a acdo toxica do extrato testado, pois quando em contato com a mesma, tendem
a desencadear alteracdes fisioldgicas, teciduais e comportamentais.

Diversos autores afirmam que o zebrafish ao entrar em contato com substancias
xenobidticas adotam padrdes de comportamento de estresse, semelhentes aos que foram
apresentados neste estudo. Assim como, ressaltam que o uso desse modelo animal é confiavel
e reprodutivo para testar a toxicidade aguda de substancias (SOUZA et al., 2019); (QUITIAN-
USECHE et al., 2021).

5.2.1. 1 Avaliacdo de alteracOes histopatoldgicas da Toxicidade Aguda

O estudo histopatolégico mostrou que os animais tratados com a ExtFH apresentaram
poucas alteragdes histopatoldgicas no figado (< 4.75 + 0.95) e rins (< 7.50 + 2.38). Ja no
intestino, as alteracdes apresentaram um IAH mais elevado nas doses de 250 mg/kg (17.5 +
2.51), 350 mg/kg (14.75 £ 1.89) e 360 mg/kg (12 + 1,15), como mostra a figura os indices
classificam esse 6rgdo com alteracfes de leves a moderadas (Figura 8).

Diversos estudos relatam que o intestino do zebrafish é o 6rgdo mais afetado em
tratamentos orais (CARVALHO et al., 2018; SOUZA et al., 2019; SA HYACIENTH et al.,
2020; TOMAZI et al., 2021). Em geral, essas alteracfes sdo registradas por ser o primeiro 6rgao
de contato com as substéncias testadas (SOUZA et al., 2019). No entanto, alguns autores
afirmam que as alteracdes intestinais s&o mecanismos de defesa, isso pode ser observado pela
presenca de alteracbes como o deslocamento da lamina prépria (Figura 9) que separa as
vilosidades da camada muscular (HOLDEN et al., 2012; CARVALHO et al., 2018; SOUZA et
al., 2019).
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Figura 8: indice de alteragdes histopatoldgicas no intestino (A), figado (B) e rim (C) em cada dose de ExtFH. Os
dados sdo apresentados como média + SD (n = 3/grupos); * p < 0,05 para 0 DMSO, # p < 0,05 para 0 250 mg/kg.
A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 9: Sec¢do histoldgica de intestino, figado e rins de zebrafish, mostrando as principais alterages
histopatolégicas registradas no teste de toxicidade aguda. Em A: observa-se as vilosidades (V), camada muscular
(CM), células caliciformes (CG), e B: destacamento da lamina prépria (DLP), dilatagdo dos vasos presentes nas
vilosidades (DVv); em C: observa-se tecido hepético, com hepatdcitos normais (H), simusoides (S), e D:
vacuolizagdo citoplasmatica (CV); em E: observa-se tecido renal com tibulos normais (Tb), espago da capsula de
Bowman (BCS), capilares do glomérulo (GC), e F: degeneracdo hialina tubular leve (MTHD). H&E.

5. 2. 2 Anélise comportamental e Ensaio de edema abdominal induzido por Carragenina

5. 2. 2.1 Anélise comportamental do ensaio de inflamacéo

Em relagdo as alteracdes de comportamento, observou-se que as doses de tratamento
desencadearam mudangas comportamentais leves nos animais e foram registrados sinais de
estresse, como perda de equilibrio, perda da motilidade e deposi¢do do animal no fundo. Porém,
0S animais se recuperaram e voltaram a nadar normalmente.

O comportamento dos animais na primeira hora apos a administracdo da Carragenina
(M1), foi descrito de acordo com 0s grupos e 0s tratamentos recebidos (Tabela 1), sendo grupo
A (controle PBS), grupo C (controle DMSO), grupo D (controle positivo — tratados com
Indometacina), grupo E (tratados com ExtFH 2,5 mg/kg), grupo E (tratados com ExtFH 5
mg/kg), grupo E (tratados com ExtFH 10 mg/kg), grupo E (tratados com ExtFH 20 mg/kg).
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Tabela 1: Analise Comportamental (M1).

Avaliacdo Comportamental ap6s 1h da inducdo por carragenina (M1)

Repouso no
Perda da motilidade Perda de equilibrio
fundo

Grupo D 10% 10% -

Grupo E (2,5 mg/kg) 20% 10% -
Grupo E (5 mg/kg) - - 20%
Grupo E (10 mg/kg) - 30% 30%

Grupo E (20 mg/kg) 40% 10% -

Animais dos grupos grupo A (controle PBS) e grupo C (controle DMSQO) néo

apresentaram alteracdes dentro dos critérios analisados na primeira hora. Na segunda, terceira

e quarta hora ap6s a administracdo da carragenina 0s animais se recuperaram e mantiveram

padrdo de normalidade. Na quinta hora apds a injecdo da Carragenina, apenas 20% dos animais

do grupo E (tratados com ExtFH 20 mg/kg) apresentaram repouso no fundo, nos demais grupos

ndo houve alteraces.

No segundo método (M2), o comportamento dos animais na primeira e segunda hora

apo6s a administracdo da Carragenina foram descritos (Tabela 2) para 0s mesmos grupos

analisados no M1.
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Tabela 2: Analise Comportamental (M2).

Avaliacdo Comportamental ap6s 1h e 2h da indugéo por carragenina (M2)

Repouso no fundo Perda da motilidade
1h 2h 1h 2 h
Grupo A - - - -
Grupo C - 20% - -
Grupo D 20% - 10% -
Grupo E (2,5 mg/kg) 20% 20% - -
Grupo E (5 mg/kg) 30% 40% - 20%
Grupo E (10 mg/kg) 40% 40% - 20%
Grupo E (20 mg/kg) 10% 10% - 30%

Animais dos grupos grupo A (controle PBS) nao apresentaram alteraces consideraveis
nas primeiras horas, assim como, animais grupo C (controle DMSQO) ndo apresentaram
alteragdes dentro dos critérios analisados na primeira hora, e animais do grupo D (tratados com
Indometacina) ndo apresentaram alteragdes comportamentais na segunda. Na terceira e quarta
hora apds a administracdo da Carragenina, os animais mantiveram padrao de normalidade, pois
nenhum grupo apresentou alteragcbes comportamentais aparentes.

As reacOes observadas nos animais possivelmente foram causadas pelas acOes
sinérgicas dos compostos presentes na ExtFH, que sdo semelhantes as encontradas em outros
estudos gue utilizaram os mesmos parametros aqui descritos (Souza et al., 2022). Na avaliacdo
das doses de tratamento do ExtFH sobre o processo inflamatorio induzido por carragenina,
foram utilizados os protocolos de Huang et al., (2014), Carvalho et al., (2018), Borges et al.,
(2018) utilizando a carragenina via intraperitoneal para induzir a formagé&o de edema abdominal

em zebrafish, com adaptacoes.

5. 2. 2. 2 Avaliacdo da formacédo de edema
Para avaliar a formagdo de edema abdominal induzido com carragenina via

intraperitoneal em zebrafish, quatro grupo de animais foram tratados em diferentes doses com
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a ExtFH via oral, nas doses de 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg e 20 mg/kg. Para comparar 0s
resultados, outro grupo foi tratado com Indometacina na dose de 30 mg/kg.

No decorrer dos testes, foram utilizados os protocolos de (HUANG et al., 2014),
(CARVALHO et al., 2018), (BORGES et al., 2018) e Coelho de Souza et al., (2021) com
algumas adaptaces. No método 1 (M1), os grupos receberam os tratamentos (ExtFH, DMSO,
PBS e Indometacina, v.0), 1 hora antes da aplicacdo de carragenina via intraperitoneal. No
método 2 (M2), a adaptacdo consistiu em mudar a ordem de tratamento e inducdo do edema,
assim, os grupos receberam a aplicacdo de carragenina (i.p) 1 hora antes da administracdo dos
tratamentos tratamentos (ExtFH, DMSO, PBS e Indometacina, v.0).

Dessa forma, a indugdo do edema se deu através da administracdo de carragenina, um
bioproduto derivado de algas marinhas, que além da formacéo de edema, leva ao aumento do
estimulo do sistema imunol6gico, sendo caracterizado pela migracdo celular e,
consequentemente, um processo inflamatorio continuo (PRATA et al., 2020).

O zebrafish vem substituindo o uso de roedores devido a varias caracteristicas
favoraveis, como seu pequeno tamanho, isso faz com que a dose do principio ativo que pode
induzir o efeito farmacoldgico, seja administrada em microlitros (UL) ou quantidades menores.
Sendo bastante favoravel para testes com produtos naturais, pois na maioria das vezes
substancias dessa natureza sdo de dificil extracdo (SOUZA et al., 2016); (QUITIAN-USECHE
etal., 2021).

No primeiro método (M1), a ExtFH apresentou efeito inibitério sobre o edema
abdominal induzido por carragenina para todas as doses de ExtFH (2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg e 20 mg/kg), incluindo o controle positivo (indometacina 30 mg/kg). No pico maximo
do edema (52 hora) (Figura 10), a reducéo correspondeu a 66,2%, 57%, 46%, 31,5% para as
doses de 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente. A indometacina 30 mg/kg
(controle positivo) apresentou inibicdo de 70,4% no pico maximo do edema.

Observou-se que todos os tratamentos com a ExtFH reduziram significativamente o
edema abdominal em propor¢des semelhantes, sem diferenga estatisticamente significativa
entre as doses testadas. Por outro lado, todas as doses de ExtFH apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle negativo (CAR) (p < 0,05). Em
relacdo ao grupo controle positivo (indometacina 30 mg/kg), todas as doses da ExtFH ndo
apresentaram diferenca estatistica.

O edema é um sinal cardinal comum de inflamacdo aguda, devido aos efeitos de

mediadores inflamatorios, sua formacdo é causada pela vasodilatacdo e aumento da
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permeabilidade vascular, que possibilitam aumento do fluxo plasmético, extravasamento de
proteinas e formacao de edema por acumulo de exsudato na matriz extracelular (SOUZA et al.,
2022). A reducdo do edema abdominal pelo ExtFH provavelmente ocorre através da inibicao
dos niveis de TNF-a e iNOS (6xido nitrico sintase induzida), pois essas sdo citocinas pro-
inflamatorias responsaveis pela formagdo desse tipo de edema induzido por carragenina em
zebrafish (HUANG et al., 2014).

Portanto, com a perspectiva de propor o uso de modelos experimentais mais viaveis,
pesquisas validaram o uso da carragenina como indutor inflamatdrio no periténio de zebrafish,
no estudo desenvolvido por Huang e colaboradores (2014) foi observado que, a injecéo
intraperitoneal da carragenina produziu sintomas tipicos da inflamacéo, como inchaco e MPO
regulada positivamente, assim como as proteinas pro-inflamatérias TNF-a e iNOS. Ademais,
os resultados demonstraram que o local da injecdo nos tecidos do animal induz inflamacéo
aguda e que as respostas inflamatérias do zebrafish adulto podem ser moduladas por compostos
conhecidos com propriedades anti-inflamatorias.

A carragenina foi adotada para induzir o processo inflamatério, por ser uma substancia
capaz de produzir efeito edematogénico através de um mecanismo bifasico, evidenciado pela
liberagcdo de mediadores pré-inflamatdrios especificos em diferentes periodos. Na fase inicial,
apos a injecao de carragenina (0-1 h), ha liberacdo de histamina e/ou serotonina, responsaveis
pela vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular no inicio do processo. A segunda fase
(1-6 h), é mediada principalmente pela liberacdo de prostaglandinas, sendo caracterizada pela
presenca de infiltrado celular, composto por macrofagos, eosindfilos e, principalmente,
linfocitos. Assim, ambas as fases podem ser mediadas pela liberacdo de cininas (FAVACHO et
al., 2011), (SOUZA et al., 2022).

No segundo método (M2), a ExtFH também apresentou efeito inibitdrio sobre o edema
abdominal induzido por carragenina para todas as doses da ExtFH, incluindo ocontrole positivo.
No pico maximo do edema (52 hora) (Figura 11), a reducdo correspondeu a 62,4%, 51,6%,
49,1%, 60,3% para as doses de 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente. A
indometacina 30 mg/kg (controle positivo) apresentou inibigdo de 69,4% no pico maximo do

edema.
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Figura 11: Efeito da ExtFH na reversdo do edema abdominal induzido por carragenina (M2).

Dessa forma, observou-se que todos os tratamentos com a ExtFH reduziram

significativamente o edema abdominal em propor¢cdes semelhantes, sem diferenca
estatisticamente significativa entre as doses testadas. Por outro lado, todas as doses da ExtFH
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle negativo
(CAR) (p £0,05). Em relagao ao grupo controle positivo (indometacina 30 mg/kg), as doses da

ExtFH ndo apresentaram diferenca estatistica. Nesse sentido, nos dois métodos a inibicao
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seguiu uma porcentagem de proporcdes semelhantes para as doses da ExtFH (2,5 mg/kg, 5
mg/kg e 10 mg/kg) e para o controle positivo (indometacina 30 mg/kg), com excecdo da dose
20 mg/kg da ExtFH, que no primeiro método apresentou 31,5% de inibicdo, e no segundo
evoluiu para 60,3%.

Considerando os resultados obtidos, pode-se sugerir que a ExtFH possui atividade anti-
inflamatoria, e a mudanga em relacdo a dose 20 mg/kg de ExtFH provavelmente ocorreu devido
a diferenca do método empregado e o0 aumento da concentracédo, pois a atividade desse extrato
vegetal foi relacionada a supressdo de citocinas pré-inflamatorias em estudos utilizando outro
modelo animal (THI BICH HANH et al., 2018).

Thi Bich Hanh et al. mostraram potenciais efeitos anti-inflamatérios do extrato de E.
bulbosa ao suprimir pré-citocinas como IL-6, TNF-a, e IL-12 p40 em ensaios in vitro. Em
ensaios in vivo, o extrato apresentou atividade anti-inflamatdria, reduzindo sinais de artrite em
modelo animal camundongo CAIA (THI BICH HANH et al., 2018).

Os métodos experimentais avaliados neste trabalho permitiram ampliar a discusséo
sobre o efeito anti-inflamatdrio da ExtHF a partir dos bulbos de E. bulbosa. No primeiro método
(M1), foi mostrado que a ExtFH foi muito eficiente para prevenir a formacédo de edema. Além
disso, no segundo método (M2) foi revelado que a ExtFH tem grande efeito em reverter o edema
ja instalado.

Vale ressaltar que, o M1 é bastante usado em pesquisas com zebrafish, no entanto, 0s
estudos que trabalham com o M2 sdo praticamente raros com esse modelo animal. O M2 foi
recentemente utilizado para avaliar o efeito antiedematogénico do 6leo essencial de Hyptis
crenata (EOHc) na inflamagdo em camundongos albinos, com resultados significativos em
prevenir a formacgéo de edema, e em reverter o edema (COELHO-DE-SOUZA et al., 2021).

5. 2. 2. 3 Andlise histopatolégica da formacao de edema

Diversos estudos estacam a importancia de avaliar a ocorréncia de alteragdes
histopatoldgicas em teste de avaliacdo da atividade anti-inflamatéria (QUITIAN-USECHE et
al., 2021). CARVALHO et al., (2018) afirma que a injecdo de um agente inflamatdrio (como a
carragenina) na regido abdominal do zebrafish pode provocar reagdes em Orgdos vitais,
principalmente intestino, figado e rins, dado o pequeno tamanho do animal.

O estudo histopatologico do teste de inflamacdo M1 mostrou que no intestino, as
alteracbes mais graves foram observadas nos animais do controle positivo (10 mg/kg de
indometacina) e controle negativo (CARR+DMSO) com IAH superior a 10 (13.25+1.7 e
24.75+7.84, respectivamente). As alteragdes mais frequentes foram o deslocamento da lamina
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propria e dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades. J& nos grupos controle (PBS
intraperitoneal, i.p. e salina v.0.) e todos os grupos de tratamento com ExtFH (2.5, 5, 10 e 20
mg/kg), apresentaram IAH inferior a 10, classificando esse 6rgdo como normal (Figura 12).
As principais alteracdes observadas foram a hipertrofia das células epiteliais e vacuolizacdo dos
enterdcitos (Figura 14).

Segundo Carvalho et al., (2018), a vacuolizacdo dos enterécitos, bem como o
deslocamento da lamina prépria podem comprometer a capacidade do organismo de absorver
nutrientes. Essas alteracbes podem estar relacionadas a técnica invasiva de injecdo
intraperitoneal, que pode lesar o intestino (BORGES et al., 2018).

No tecido hepatico, os grupos controle (PBS intraperitoneal, i.p. e salina v.0.), controle
positivo (10 mg/kg de indometacina) e todos os grupos de tratamento com ExtFH (2.5, 5, 10 e
20 mg/kg), apresentaram IAH inferior a 10, que classifica esse 6rgdo como normal, uma vez
que essa alteracdo ndo altera o funcionamento normal do érgdo. A alteracdo histopatoldgica
mais frequente foi a vacuolizacdo citoplasmatica. J& nos animais do controle negativo
(CARR+DMSO) apresentaram IAH igual a 31+4.57 que classifica esse 6rgao com alteracdes
de moderadas a graves, comprometendo seu funcionamento normal. As alteracfes mais
evidentes foram a degeneragdo citoplasmatica, atrofia nuclear e hiperemia (Figura 14).

O metabolismo do zebrafish é extremamente &gil e supera o de outras espécies de
Tele6steos. Esse fato pode ajudar a explicar a intensa vacuolizacdo do citoplasma dos
hepatdcitos, que, em alguns casos, indica o inicio de um processo degenerativo que pode
resultar na disfuncdo dos processos metabdlicos apOs exposicdo a substancias tdxicas
(OLIVEIRA et al., 2014; SOUZA et al., 2016). Nesse estudo, apenas o0 grupo controle negativo
(carragenina intraperitoneal e DMSO, p.o.) apresentou IAH com capacidade de alterar o
funcionamento normal desse 6rgdo. A hiperemia, alteracdo muito observada nesse grupo,
ocorre na tentativa de aumentar o fluxo sanguineo geral no figado e a liberacéo de nutrientes e
oxigénio para as areas afetadas, prevenindo a hipdxia (Fernandes et al., 2002).

No tecido renal, o grupo controle negativo (CARR+DMSO) apresentou o IAH mais
elevado (30.5+4.12), classificando esse 6rgdo com alteracdes de moderadas a graves. As
principais alteragdes observadas foram dilatacdo dos capilares do glomérulo, diminui¢do do
espaco da capsula de Bowman, degeneracao hialina tubular leve e severa. Os demais grupos
controle e de tratamento com ExtFH apresentaram IAH inferior a 10, mantendo esse 6rgdo com

funcionamento normal. As alteragdes mais frequentes foram degeneracéo hialina tubular leve.
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O rim do zebrafish contém néfrons responsaveis por filtrar os residuos do sangue e
capturar sal e &gua. Inclui as regides linfoide e hematopoiética, bem como células
esteroidogénicas e enddcrinas (BORGES et al., 2018); (SOUZA et al., 2016). Segundo Pascke
e Lanzenford (2017), o principal papel dos rins em peixes Teleosteos de agua doce é eliminar
o0 grande volume de &gua que entra pela boca, e ndo armazena-la.

AlteracOes tubulares no rim do zebrafish podem ocorrer devido a disfuncdes
metabolicas causadas por compostos toxicos. Essas alteracdes podem, eventualmente, induzir
necrose renal se a toxicidade for suficientemente alta [30]. Neste estudo, as alterac6es tubulares,
a degeneracdo tubular e a hiperplasia das células tubulares foram leves, sem necrose ou
disfuncéo tecidual.
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Figura 12: Efeito da administrag¢do oral de solugdo salina e PBS (SS/PBS, 2 ul), DMSO 2 ul, Indometacina (10
mg/kg) e as doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/kg doEx tFH no Indice de Alteracdes Histopatoldgicas do intestino (A),
figado (B) e rim (C) em zebrafish com a aplicacdo de carragenina (20 ug/animal). Os dados sdo apresentados como
média = DP (n = 12/grupos); *** p < 0,05 para DMSO. A andlise estatistica foi realizada por meio de ANOVA
unidirecional seguida do teste post hoc de Tukey. (M1).

47



O estudo histopatologico do teste de inflama¢do M2 mostrou-se similar ao teste M1.
Verifica-se que no intestino, as alteracbes mais graves foram observadas nos animais do
controle positivo (10 mg/kg de indometacina) e controle negativo (CARR+DMSO) com IAH
superior a 10 (14.25+0.9 e 28.25+5.37, respectivamente), pouco mais elevado que no teste M1.
As alteracdes mais frequentes foram o deslocamento da lamina prdpria e dilatacdo dos vasos
presentes nas vilosidades e a infiltragdo de leucdcitos e linfécitos. Nos grupos controle (PBS
intraperitoneal, i.p. e salina v.0.) e todos 0s grupos de tratamento com ExtFH (2.5, 5, 10 e 20
mg/kg), apresentaram IAH inferior a 10, classificando esse 6rgdo como normal (Figura 13).
As principais alteracBes observadas foram a hipertrofia das células epiteliais e vacuolizag¢do dos
enterdcitos .

De acordo com (BORGES et al., 2018), procedimentos invasivos como a injecao
abdominal de carragenina no zebrafish podem gerar inflamacgéo na lamina prépria intestinal e
causar infiltracdo de leucdcitos no tecido epitelial do intestino, além de causar aumento no
namero de células de defesa.

Assim como no figado dos animais do teste M1, em M2 o grupo controle negativo
(CARR+DMSO) apresentou IAH igual a 31+4.57 que classifica esse 6rgdo com alteracGes de
moderadas a graves. As alteracfes mais evidentes foram a vacuolizacdo citoplasmatica,
degeneracdo citoplasmatica, atrofia nuclear e hiperemia. Isso mostra que em ambos o0s testes
houve a necessidade de aumentar o fluxo sanguineo no figado, afim de reparar os danos
teciduais (Fernandes et al., 2002).

Da mesma forma que no teste M1, o tecido renal, no teste M2 o grupo controle negativo
(CARR+DMSO) apresentou o IAH mais elevado (32.5+5.12), classificando esse 6rgdo com
alteracdes de moderadas a graves. As principais alteracdes observadas foram dilatacdo dos
capilares do glomérulo, diminuicdo do espaco da capsula de Bowman, degeneracdo hialina
tubular leve e severa (Figura 14). Os demais grupos controle e de tratamento com ExtFH
apresentaram IAH inferior a 10, mantendo esse 6rgdo com funcionamento normal. As
alteracdes mais frequentes foram degeneracao hialina tubular leve.

Diversos estudos afirmam que o rim € um 6rgdo bastante afetado quando exposto a
substancias toxicas (SOUZA et al., 2016; CARVALHO et al., 2019; BORGES et al., 2018).
Nesse estudo portanto, nao foi observado nos grupos tratados com o ExtFH alteracfes capazes

de alterar o funcionamento normal do 6rgao, mesmo nos testes M1 e M2.
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Figura 13: Efeito da administra¢@o oral de solucdo salina e PBS (SS/PBS, 2 pl), DMSO 2 pl, Indometacina (10
mg/kg) e as doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/kg do ExtFH no indice de Alteragdes Histopatoldgicas do intestino (A),
figado (B) e rim (C) em zebrafish com a aplicacéo de carragenina (20 ug/animal). Os dados sdo apresentados como
média = DP (n = 12/grupos); *** p < 0,05 para DMSO. A andlise estatistica foi realizada por meio de ANOVA
unidirecional seguida do teste post hoc de Tukey. (M2).
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Figura 14: Seccdo histolégica de intestino, figado e rins de zebrafish, mostrando as principais alteragdes
histopatoldgicas registradas nos testes da atividade anti-inflamatéria M1 e M2. Em A: observa-se tecido intestinal
com vilosidades normais (V), células caliciformes (CG), e B: destacamento da lamina prépria (DLP), dilatacdo
dos vasos presentes nas vilosidades (DVv); em C: observa-se tecido hepatico, com hepatdcitos normais (H), e D:
hiperemia (HP) e vacuolizagdo citoplasmatica (CV); em E: observa-se tecido renal com tdbulos normais (Tb), e
F: degeneragdo hialina tubular leve (MTHD) e degeneracdo hialina tubular severa (STHD). H&E.

5. 3 DOCKING MOLECULAR DAS NAFTOQUINONAS EM ALVOS BIOLOGICOS
RELACIONADOS AO PROCESSO INFLAMATORIO

Protocolo de validacdo o docking molecular foi realizado através da sobreposicao das
estruturas cristalograficas dos ligantes de referéncia aos alvos bioldgicos, nos quais foi
pesquisada uma conformac&o bioativa semelhante ao ligante da estrutura cristalografica COX-
1e 2 (PDB ID 3N8X e 5KIR) (Figura 15).

RMSD =0.893 A RMSD =1.109 A

Figura 15: Sobreposicdo de poses de ligantes cristalograficos (verde) com poses de acoplamento (roxo): (A )NIM
para Ovis Aries organismo (PDB 3N8X) e (B) RCX para Homo sapiens organismo (PDB 5KIR).
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Os resultados da validacdo foram considerados satisfatorios, em que a posicéo relativa
do ligante cristalografico e o ligante acoplado foram considerados semelhantes (Figura 15).
Recuperando a pose de cada inibidor de COX-1 e 2 (NIM e RCX) foi possivel validar os
protocolos de docking molecular, calculando os valores do desvio quadratico médio (RMSD)
de 0,893 e 1,109 A, respectivamente. Assim, a literatura especifica afirma que quando os
valores de RMSD < 2 A, o protocolo de docking é considerado satisfatorio por apresentar
semelhanca com o modelo experimental (RAMOS et al., 2019; RAMOS et al., 2020; RAMOS
etal., 2022).

A recuperacdo da pose de acoplamento molecular permitiu observar que o NIM
interage com os residuos de aminoacidos , Leu352, Trp387, 11e523 e Ala527. As classificacdes
dos tipos de interacdo sdo ligacdo de hidrogénio (Arg120) e hidrofdbica (-- sigma e --alquil) de
Leu352-Ala527. O nitrogénio do grupo nitrofenil é colocado na parte traseira do sitio de ligagdo
da COX proximo a abertura da bolsa lateral, enquanto o anel ciclohexano é estendido até o sitio
ativo préximo ao Ser530 (SIDHU et al., 2010).

A pose de acoplamento molecular permitiu que o RCX interagisse com residuos de
aminoacidos no sitio de ligacdo da COX-2, em comparacdo com a estrutura cristalografica. No
sitio de ligag@o, as interagdes ocorrem em torno da hélice a entre os residuos de aminoacidos
Thr88-Tyr91, Val344-Leu352 e na folha B entre os residuos de aminoacidos Leu353-Asp362 e
Ala516-Gly519. No RCX € possivel observar ligacdes de hidrogénio com os residuos 11e517 e
Phe518; e interacOes hidrofobicas planares com Val349 e Leu352 (PHAM et al., 2012).

O inibidor mais bem avaliado em termos de afinidade de ligacéo foi o Eleuterol, no qual
as interacbes foram semelhantes as observadas no controle NIM para os residuos de
aminoacidos de Argl20, Leu352, 11e523 e Ala527, e essas contribuicBes de interacdo
corroboram os dados do literatura para classificacdo de potenciais constituintes ativos
antiinflamatérios (SIDHU et al., 2010; LEVITA et al., 2017), conforme mostrado em tabela 3.
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Tabela 3- Valores de afinidade de ligacdo de moléculas em COX-1 e COX-2.

Afinidade de ligacao (kcal/mol)

Ligantes
COX-1 COX-2
RCX -6.1 -10.00
NIM -8.0 -8.2
CEL -8.7 -11.5
IMN -6.9 -7.0
Eleuterina -5.9 -6.8
Eleuterol -6.5 -1.4

Em geral, a estrutura quindide condiciona uma alta reatividade quimica, e as quinonas

e seus derivados sdo agentes fortemente oxidantes, nas reacdes redox Sdo responsaveis e

desempenham um papel importante como transportadores de elétrons. InteracBes com grupos

de controle e moléculas de estudo podem ser vistas na Figura 16.
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Figura 16: Interagdes de controles NIM (A) e RCX (B) e potenciais inibidores Eleuterina (C) e Eleuterol (D)

com o sitio de ligagdo COX-1 (PDB ID 3N8X).
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O Eleuterol possui afinidade de ligacdo de -6,5 Kcal/mol, com variagdo de +1,5 Kcal/

mol e £0,4 Kcal/mol em relacdo ao NIM e RCX, respectivamente. As interacdes observadas

nos ligantes sdo principalmente classificadas como hidrofébicas em Leu352, VVal349, Leu359,
11e523, Ala527 e Leu531 e uma ligacdo de hidrogénio Ser530.
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O controle CEL apresentou melhor valor de afinidade de ligagdo no Homo sapiens
organismo (5KIR), por j& ser um medicamento com atividade anti-inflamatoria comprovada e
comercializada, porém, estudos alertam para efeitos de toxicidade (alerta de mutagenicidade) e
efeitos colaterais adversos quando administrado por via oral como Ulcera, efeitos
extrapiramidais e cancerigeno (ARAUJO et al., 2020; BORGES et al., 2019). Eleuterol (Figura
17) apresentou valor de afinidade de ligagéo (-7,4 Kcal/mol), sequida da Eleuterina (-6,8
Kcal/mol) entre as moléculas avaliadas na COX-2, com variagdo de +2,6 Kcal/mol e £ 0,4

Figura 17: InteracBes de controles RCX (A), IMN (B) e potenciais inibidores Eleuterina (C) e Eleuterol (D) com
sitio de ligacdo COX-2 (PDB ID 5KIR).
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Eleuterol com energia livre de -7,4 Kcal/mol apresenta interacdo de categoria
hidrofobica (tipo pi-Alquila) com Leu352 e Val523; e outro hidrofébico (pi-sigma) com
Val349, sendo este ultimo também semelhante no controle RCX. Eleuterina (-6,8 Kcal/mol)
exibe uma interacdo (pi-sigma) com o residuo de aminoacido Ala527 e interacbes do tipo
hidrofébica (alquil) com Tyr355, Val523 e Leu352. A conformacdo dos inibidores no sitio de
ligacdo ¢ influenciada pelas distancias das interacGes com os residuos de aminoacidos.

Esses dados de acoplamento molecular estdo de acordo com aqueles relatados por
Krishna et al., (2013) e Sidhu et al., (2010), em que residuos de aminoacidos como His90,
Arg120, GIn192, Val349, Leu352, Ser353, Tyr355, Leu359, Tyr385, Trp387, Arg513, Ala516,
Phe518, Val523, Gly526, Ala527, Leu531 associados a uma cadeia de proteina COX-2 estdo
envolvidos na atividade de complementaridade proteina-ligante (KRISHNA et al, 2013).

Os estudos in vivo com ExtFH em zebrafish adultos tiveram resultados significativos
em prevenir a formacdo de edema e em reverter o edema ja instalado, assim, o estudo in silico
corroborou com esses dados mostrando que o eleuterol, um principio ativo da planta em estudo,
apresentou duplo perfil de inibicdo da Ciclooxigenase 1 e 2 de forma que o ExtFH se destaca
com alto potencial farmacolégico, sendo necessarios futuros testes para torna-lo um eficiente

candidato a farmaco.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Diante do estudo foi possivel notar que na composi¢do do perfil fitoquimico de
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb, os compostos majoritarios sdo decorrentes de quinonas,
especificamente classificados dentro das caracteristicas das naftoquinonas, os quais foram
caracterizados utilizando Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-
EM).

A ExtrFH tem um grau aceitavel de seguranca para toxicidade aguda com base nas
analises de alteracdo comportamental, mortalidade e histopatologia. Os resultados atribuem a
propriedade de atividade anti-inflamatdria a espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb, além
disso, foi demonstrado que possui alto potencial farmacolégico, pois apresentou acdo anti-
inflamatoria significativa no zebrafish em todas as doses testadas. No primeiro método (M1)
foi mostrado, pela primeira vez com esse modelo animal, que a ExtFH foi muito eficiente para
prevenir a formacdo de edema. Além disso, no segundo método (M2) foi revelado que a ExtFH
tem grande efeito em reverter o edema ja instalado.

Com base em estudos de docking molecular, observou-se que a molécula de Eleuterol,
derivada do metabolismo secundario de espécies vegetais, apresentou duplo perfil de inibicao
da Ciclooxigenase-1 e 2. As interacGes presentes nos sitios ativos sdo semelhantes aos grupos
controle utilizados em simulac6es de acoplamento molecular. Assim, estudos farmacocinéticos
e toxicoldgicos adicionais in vitro e in vivo precisam ser realizados para avaliar se as moléculas
podem ter efeitos adversos minimos, uma vez que os controles (RCX, NIM, IMN e CEL)
apresentam estabilidade significativa e acdo anti-inflamatéria comprovada, no entanto,

apresentam efeitos adversos quando administrados por via oral.
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