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RESUMO

Introducdo: Fungos endofiticos isolados de espécies vegetais da Amazbnia brasileira sdo
organismos promissores na obtencdo de moléculas bioativas. Devido as particulares
condi¢cdes ambientais e a simbiose com a planta medicinal hospedeira, produzem uma série
de metabdlitos com potencial farmacoldgico, incluindo aqueles que apresentam agéo anti-
inflamatoria. Objetivo: Este estudo avaliou o potencial efeito anti-inflamatorio e a toxicidade
aguda por via oral do extrato diclorometanico/metandlico do micélio do fungo endofitico
Neocosmospora ferrugineum (EDMNF), isolado dos frutos da Euterpe oleracea Mart., da
Amazobnia brasileira em modelo experimental zebrafish (Danio rerio). Material e Métodos: A
caracterizacdo quimica de EDMNF foi realizada por GC/MS. A atividade anti-inflamatéria in
vivo foi avaliada através do ensaio de edema abdominal induzido por diferentes agentes
inflamatdrios (carragenina, dextrana, histamina e prostaglandina E2), 60 minutos apés a
administracdo via oral do EDMNF (doses de 10-2000 mg / kg), em zebrafish adultos. Foram
realizadas analises histopatoldgicas do figado, intestino e rins tanto para o0 ensaio de
toxicidade aguda quanto para a avaliagdo da atividade anti-inflamatoéria. Resultados e
discussé&o: A DL50 por via oral do EDMNF foi determinada acima da dose de 2000 mg/kg.
No estudo histopatolégico EDMNF ndo desencadeou alteragbes que comprometessem o
funcionamento dos 6rgaos analisados (figado, rins e intestino). Todas as doses testadas do
EDMNF (10-2000 mg/kg) foram capazes de inibir o edema abdominal induzido por
carragenina (>50%), de forma dose-dependente e, a DE50 do EDMNF foi de 80 mg/kg. O
grupo tratado com EDMNF na dose de 500 mg/kg, apresentou maior efetividade na prevencao
das alteragGes histopatoldgicas provocadas por carragenina (i.p) em todos os 0Orgaos
analisados. No teste de edema abdominal induzido por dextrana, histamina e prostaglandina
E2 (i.p), o tratamento com a DE50 de EDMNF, foi tdo eficaz quanto os farmacos padrdes, na
prevencdo de alteragfes histopatoldgicas em todos os érgédos analisados. No estudo in silico,
o0 composto Lactona desidromeval6nica (identificado no EDMNF por GC-MS), exibiu
interagBes com os alvos terapéuticos (COX-1 e COX-2) do processo inflamatorio, diante disto,
sugere-se que este composto seja um dos responsaveis pela atividade anti-inflamatéria do
EDMNF. Conclus®es: Este estudo mostrou que o EDMNF é seguro e atdéxico em doses altas
para zebrafish adulto. EDMNF demonstrou efeito antiedematogénico frente aos diferentes
agentes inflamatérios in vivo. Os resultados obtidos, além de refletirem a potencialidade de
fungos endofiticos isolados da E. oleracea, na producdo de compostos com acdo anti-
inflamatoria, contribuem para futuros estudos de inflamacéo, quanto ao papel terapéutico dos
metabdlitos produzidos por fungos endofiticos isolados de espécies vegetais da Amazébnia.

Palavras-Chave: Endofiticos fangicos, Acai, Inflamacdo aguda, Microbiota
amazonica.
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ABSTRACT

Introduction: Endophytic fungi isolated from plant species from the Brazilian Amazon are
promising organisms for obtaining bioactive molecules. Due to the particular environmental
conditions and the symbiosis with the host medicinal plant, they produce a series of
metabolites with pharmacological potential, including those with anti-inflammatory action.
Objective: This study evaluated the potential anti-inflammatory effect and the acute oral
toxicity of the dichloromethane/methanolic extract of the mycelium of the endophytic fungus
Neocosmospora ferrugineum (EDMNF), isolated from the fruits of Euterpe oleracea Mart., from
the Brazilian Amazon in an experimental zebrafish model. (Danio Rerio). Material and
Methods: Chemical characterization of EDMNF was performed by GC/MS. The in vivo anti-
inflammatory activity was evaluated through the abdominal edema assay induced by different
inflammatory agents (carrageenan, dextran, histamine and prostaglandin E2), 60 minutes after
oral administration of EDMNF (doses of 10 - 2000 mg/kg), in adult zebrafish. Histopathological
analyzes of the liver, intestine and kidneys were performed both for the acute toxicity assay
and for the evaluation of anti-inflammatory activity. Results and Discussion: The oral LD50
of EDMNF was determined above the 2000 mg/kg dose. In the histopathological study,
EDMNF did not trigger changes that compromised the functioning of Organs analyzed organs
(liver, kidneys and intestine). All tested doses of EDMNF (10-2000 mg/kg) were able to inhibit
carrageenan-induced abdominal edema (>50%), in a dose-dependent manner, and the ED50
of EDMNF was 80 mg/kg. The group treated with EDMNF at a dose of 500 mg/kg was more
effective in preventing the histopathological changes caused by carrageenan (i.p) in all organs
analyzed. In the test of abdominal edema induced by dextran, histamine and prostaglandin E2
(i.p), treatment with ED50 of EDMNF was as effective as standard drugs in preventing
histopathological changes in all organs analyzed. In the in silico study, the compound Lactone
dehydromevalonic (identified in EDMNF by GC-MS), exhibited interactions with the therapeutic
targets (COX-1 and COX-2) of the inflammatory process, in view of this, it is suggested that
this compound is one of the responsible for the anti-inflammatory activity of EDMNF.
Conclusions: This study showed that EDMNF is safe and non-toxic at high doses for adult
zebrafish. EDMNF demonstrated an anti-edematogenic effect against different inflammatory
agents in vivo. The results obtained, in addition to reflecting the potential of endophytic fungi
isolated from E. oleracea, in the production of compounds with anti-inflammatory action,
contribute to future studies of inflammation, regarding the therapeutic role of metabolites
produced by endophytic fungi isolated from plant species of the Amazon.

Keywords: Fungal endophytes; acai; acute inflammation; Amazonian microbiota.
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1 INTRODUGAO

Fungos endofiticos sdo microrganismos que colonizam espécies vegetais,
através de diversos mecanismos, sem causar doencas ou danos aparentes,
coabitando em laténcia com suas espécies hospedeiras. Enddfitos isolados de plantas
medicinais, destacaram-se nha Uultima década, como eficientes produtores de
metabdlitos secundarios bioativos, com atividades biolégicas e farmacoldgicas
comprovadas, tornando-se importante fonte de produtos utilizados na area
biotecnolégica, sendo agentes propulsores de inimeros medicamentos e produtos.

Cerca de 80% dos medicamentos naturais disponiveis no mercado sao
provenientes das plantas medicinais e consequentemente de seus endéfitos. Estudos
recentes indicam que fungos endofiticos sédo produtores de substancias com potencial
acdo anti-inflamatoria. A bioprospeccdo e estudo de fungos endofiticos de plantas
medicinais de uso popular, para o tratamento de processos inflamatorios, podem nos
levar a descoberta de novos farmacos anti-inflamatérios com maior eficacia e
seguranga que o0s de uso corrente.

A regido amazlOnica apresenta inUmeras plantas medicinais com potencial
farmacoldgico, dentre elas, a E. Oleracea, conhecida popularmente como acaizeiro, €
utilizada na medicina tradicional como agente antidiarreico e anti-inflamatorio, além
disso, os frutos desta espécie, sdo importante fonte alimenticia para populacdo da
regido norte do Brasil.

E. oleracea, é considerada a palmeira mais produtiva da regido amazonica,
destacando-se na industria de alimentos, cosméticos e atualmente farmacéutica, por
ser o membro mais importante da familia Arecaceae com propriedades medicinais. O
alto teor de polifendis presente nos frutos, confere a esta espécie, diversas
propriedades farmacolégicas, como anti-inflamatéria, antinociceptiva, antioxidante,
entre outras. Plantas do género Euterpe sdo amplamente estudadas, no entanto,
pesquisas sobre fungos endofiticos associados ao género Euterpe sdo escassas,
principalmente relacionados a espécie E. oleracea.

O desenvolvimento de novos farmacos com menor toxicidade, agédo seletiva e
mais seguros para o tratamento de doencas inflamatorias continuam a ser objeto de

grande interesse. As terapias atuais se limitam ao uso de anti-inflamatérios esteroidais

20



(AIES) e ndo esteroidais (AINES). No entanto, o uso continuo, também pode causar
certas reagOes adversas graves, como anormalidades gastrointestinais, renais e
cardiovasculares. A resposta inflamatéria tem particular importancia fisiolégica, pois €
um dos parametros fundamentais, que afetam o equilibrio dindmico entre a saude e a
doenca. A inflamacédo aguda pode se tornar crbnica, resultando em inUmeras doencas
inflamatdrias graves, sendo considerada, causa importante de morbimortalidade em
diversas especialidades clinicas.

Embora a maioria das doencas inflamatérias severas e debilitantes seja de
natureza crénica, modelos inflamatérios agudos sdo importantes para a descoberta e
triagem de novas drogas. Nesse sentido, modelos agudos de inflamacdo em zebrafish
(Danio rerio) estdo bem estabelecidos. Nos ultimos anos, além de ser considerado
como um modelo ideal para estudar a fisiopatologia de doencas relacionadas a
inflamacdo humana e para avaliar a agdo anti-inflamatoria de compostos naturais,
diversos protocolos de inflamacé&o foram desenvolvidos em zebrafish, como a inducéo
de edema abdominal por carragenina, com resultados que evidenciam a liberacéo de
varios mediadores inflamatérios (TNF-a e iINOS) e desenvolvimento de sintomas
caracteristicos da inflamacgé&o aguda.

A espécie Danio rerio (HAMILTON, 1822), conhecida popularmente como
zebrafish, € um pequeno peixe tropical de agua doce, que vive na india e no sul da
Asia. Tornou-se importante para avaliagdes biomédicas, devido as suas vantagens
gue incluem: alta similaridade genética e fisiol6gica com humanos, pequeno tamanho,
transparéncia Optica e rapido desenvolvimento; sendo utilizado em estudos
relacionados a genética, embriologia, desenvolvimento celular, toxicidade,
angiogénese, apoptose, imunologia, entre outros. A utilizacdo do zebrafish como
modelo experimental torna-se a mais adequada, visto que, o pequeno porte e baixo
peso corporal favorecem a utilizacdo de reduzida quantidade de amostra a ser
testada. Além disso, apresenta um sistema imunolégico complexo com caracteristicas
de mamiferos e, uma série de mediadores e receptores inflamatérios que séo
subjacentes as respostas inflamatérias.

Ante 0 exposto, 0 presente estudo avaliou o potencial efeito anti-inflamatorio e
a toxicidade aguda por via oral do extrato diclorometanico/metanolico do micélio do
fungo endofitico Neocosmospora ferrugineum (EDMNF), isolado dos frutos da E.

oleracea da Amazoénia brasileira em modelo experimental zebrafish (Danio rerio).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o] potencial efeito anti-inflamatorio do extrato
diclorometanico/metandlico do micélio do fungo endofitico Neocosmospora
ferrugineum (EDMNF), isolado dos frutos da E. oleracea Mart. em zebrafish (Danio

rerio) adulto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter e caracterizar por GC/MS o extrato diclorometanico/metandlico do
micélio do fungo endofitico Neocosmospora ferrugineum (EDMNF);

b) Avaliar a toxicidade aguda por via oral do EDMNF em zebrafish (Danio rerio)
adulto e determinar a DL50;

c) Avaliar o efeito do EDMNF sobre a resposta inflamatéria no modelo de
edema abdominal induzido por carragenina, dextrana, histamina e prostaglandina E2
em zebrafish (Danio rerio) adulto;

d) Descrever os efeitos comportamentais apresentados pelo zebrafish (Danio
rerio) adulto, quando submetidos ao ensaio de toxicidade aguda e avaliacdo da
atividade anti-inflamatéria do EDMNF;

e) Realizar a analise histopatoldgica do figado, intestino e rins de zebrafish
(Danio rerio) adulto, tanto para o ensaio de toxicidade aguda quanto para avaliagao
da atividade anti-inflamatoria do EDMNF;

f) Realizar docking molecular dos compostos identificados no EDMNF, em alvos

bioldgicos relacionados ao processo inflamatorio.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. EUTERPE OLERACEA MART.

A regido amazodnica apresenta inUmeras espécies vegetais com potencial
medicinal e farmacologico, dentre elas, a Euterpe Oleracea, conhecida popularmente
como acaizeiro, € uma palmeira tipica da floresta de varzea da regido Amazonica,
pertencente a classe Liliopsida, ordem Arecales, familia Arecaceae, género Euterpe e
espécie Euterpe oleracea (Figura 1). Possui prevaléncia em varios estados do pais,
como Para, Amapa, Maranhdo, Amazonas, Tocantins e Mato grosso, estendendo-se
ainda por alguns paises como Colémbia, Equador, Guianas e Venezuela
(CONFORTO; CONTIN, 2009).

: A /,zfu z o
Figura 1 - Espécie Euterpe oleracea Mart.
Fonte: Acervo particular.

Na regidao do estuario amazoénico, o acaizeiro € aproveitado pela populacéo de
forma pratica e integral. O estirpe adulto e suas folhas sédo usados em constru¢des
rusticas e coberturas de casas, e também, como lenha para olarias. O caroco e 0s

cachos, quando decompostos, sdo empregados como adubo e matéria organica. A
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maceragao dos frutos, produz a bebida conhecida como “agai”, considerado o
principal constituinte da base alimentar de diferentes classes sociais da regidao norte
do Brasil. Na medicina tradicional popular, é utilizado como agente antidiarreico
(raizes) e anti-inflamatorio (folhas) (DOS SANTOS et al., 2018).

E. oleracea além de ser considerada a palmeira mais produtiva da regido
amazonica (Figura 2), destacando-se na industria de alimentos e cosméticos, possui
expressiva importancia socioecondémica. Seu fruto, o acai, assim como, o palmito, dela
extraido, sdo o0s principais recursos comercializados (CASTRO; GUTIERREZ,

SOTAO, 2013).

Industria alimenticia e
economia
« Palmito e frutos

Base alimentar
¢ suco dos frutos de agai

I

| |

Industria farmacéutica Pesquisa Cientifica
« Inimeras atividades « Metabdlitos secundérios
farmacoldégicas bioativos

Figura 2 — Potencialidades do uso do agaizeiro na Amazbnia
Fonte: A autora (2022).

O Brasil é considerado o pais que mais produz, consome e exporta, o acai.
Visando a manutencgéo e ampliagdo do mercado do fruto, a industria alimenticia esta
investindo ndo apenas no cultivo, mas também, na qualificacdo da mao de obra. Com
0 crescimento do mercado, esse produto passou a ser consumido também nas
grandes capitais brasileiras, atingindo até alguns paises, como Japéo, China, Estados
Unidos e Europa, ganhando notoriedade, e sendo considerado um alimento funcional
(CEDRIM; BARROS, NASCIMENTO, 2018).
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Devido a ampla divulgacéo dos seus beneficios a saude atribuidos a ingestao
dos seus derivados, tornou-se objeto de estudo de varios pesquisadores. Os
resultados relatam a atividade antioxidante in vitro e in vivo, propriedades anti-
inflamatorias e atividades pré-apoptéticas e antiproliferativas contra células
cancerosas de leucemia (CONFORTO; CONTIN, 2009).

Além de ser o membro mais importante da familia Arecaceae com propriedades
medicinais, E. oleracea € rica em metabdlitos secundarios bioativos, como
flavonoides, em destaque as antocianinas, que sdo pigmentos naturais, considerado
bioativos com importantes funcdes e acgbes biologicas, dentre elas a atividade
antioxidante, podendo colaborar na prevencdao de doencgas cronico-degenerativas
(BERNAUD; FUNCHAL, 2011; SIQUEIRA et al., 2016).

Experimentos realizados por Favacho et al. (2011), utilizaram 6leo dos frutos
de E. oleracea, para estudar os seus efeitos na inflamacédo e hiperalgesia em
camundongos. Os resultados evidenciaram que o Oleo dos frutos de E. oleracea
possui atividades anti-inflamatorias e antinociceptiva.

Moura et al. (2012) demonstraram pela primeira vez que o tratamento com
extrato de E. oleracea reduziu significativamente a inflamacdo pulmonar e os
marcadores de estresse oxidativo induzidos por fumacga de cigarro em pulmdes de
camundongos. Os resultados podem estimular futuros estudos sobre o extrato E.
oleracea como um agente potencial para proteger contra a inflamacgé&o induzida por
fumaca de cigarro em humanos.

O estudo realizado por Duarte et al. (2015), avaliou a atividade anti-inflamatéria
de polifendis do extrato de E. oleracea, em biomarcadores e vias de sinalizacéo proé-
inflamatorias, de células normais do colon de miofibroblastos intestinais, estimuladas
por LPS (lipopolissacarideo). Os resultados indicaram o potencial dos polifenéis do
extrato de E. oleracea na prevencao da inflamacéo intestinal.

Nos estudos realizados por Souza et al. (2017), o 6leo de E. Oleracea foi capaz
de reduzir os niveis de colesterol, triglicerideos e LDL-c, além de contribuir para a
aumento do HDL, em ratos com hiperlipidemia induzida por gordura saturada de
Cocos nucifera L., contribuindo consideravelmente para a melhora do perfil lipidico.

A importancia da E. oleracea amplia-se na industria farmacéutica. De Almeida
Magalhées et al. (2020) destacam que as folhas, frutos e o 6leo de E. oleracea exibem

inlmeras  atividades farmacologicas como anti-inflamatoério, antioxidante,
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antimicrobiano, antinociceptivo, antinacemo, anteragénico, anterégeno, tratamento e
prevencao do cancer de mama e sindromes metabolicas como diabetes, hipertenséo
e hiperlipidemia, além de, protecdo de 6rgdos como pulmao, rim, figado, coracéo e
sistema nervoso. Ainda acrescenta, que as atividades bioldgicas identificadas estao
intrinsecamente ligadas a composi¢do fitoquimica desta espécie. Neste sentido,
considera-se que esta espécie esteja apenas no inicio dos avangos no
desenvolvimento de produtos promissores para a indastria farmacéutica
(MAGALHAES et al., 2020).

3.2 FUNGOS ENDOFITICOS: INTERACAO PLANTA-ENDOFITO, METABOLITOS
SECUNDARIOS BIOATIVOS E POTENCIALIDADE

Fungos endofiticos sdo microorganismos que colonizam o interior de espécies
vegetais, e permanecem de forma assintomatica, ou seja, sem causar doencas ou
danos aparentes, coabitando em laténcia com suas espécies hospedeiras. Das
classes de endofitos existentes, os fungos, constituem o grupo de maior destaque,
devido a grande diversidade de espécies e pela producdo de metabolitos secundarios
biologicamente ativos (JALGAONWALA; MOHITE, MAJAHAN, 2011).

A primeira descoberta sobre fungos endofiticos foi relatada em meados de
1904. No entanto, Bary em 1866, ja havia feito os primeiros relatos quanto a defini¢cao
de fungos endofiticos. Desde entéo, até a década de 70, estes microorganismosforam
pouco explorados. Voltando a ser foco das pesquisas, com a descoberta da producéo
do metabdlito paclitaxel (Figura 3), pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae,
isolado da planta Taxus brevifolia. O paclitaxel, que originalmente era obtido da planta
medicinal T. brevifolia, € o composto ativo do medicamento anticancerigeno Taxol®
(NISA et al., 2015).
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Taxomyces andreanae

Paclitaxel

Figura 3 — Metabdlito (paclitaxel) isolado do fungo endofitico Taxomyces andreanae

Fonte: A autora (2022).

As plantas em quase sua totalidade, armazenam inumeras espécies de
endofitos. A colonizacao pode ocorrer de forma horizontal, através de lesdes naturais
ou provocadas, ou de forma vertical, onde as sementes sdo colonizadas. O tipo de
interacdo entre enddfito-planta, serd determinado pela forma, a qual, ocorre a
colonizacdo. Geralmente, nas colonizacdes verticais, temos a interacdo mutualistica.
Ja nas horizontais predomina o antagonismo. Enddfitos fungicos podem habitar todos
0s 6rgaos e tecidos da planta hospedeira, estando presente nas folhas, hastes, frutos
e raizes (CHAPLA; BIASETTO, ARAUJO, 2013).

Em geral, as relacbes estabelecidas entre enddfitos e plantas séo simbidticas,
do tipo mutualisticas. Estas associacfes, em muitos casos, sdo benéficas para
ambos. A planta apresenta maior resisténcia, tanto a ataque de pragas, como em
ambientes com intenso estresse, causado por fatores bidticos (insetos, herbivoros,
nematoides parasitas e microorganismos fitopatogénicos) ou abibticos (pH,
temperatura, estresse hidrico, ventos fortes, salinidade), enquanto os fungos obtém
protecdo e nutrientes necessarios para seu desenvolvimento (AZEVEDO, 1998;
CHAPLA; BIASETTO, ARAUJO, 2013).

Contudo, as interacdes entre plantas e endofitos, ndo se delimitam apenas ao
fornecimento de nutrientes aos fungos ou protecao as plantas. Diversos estudos sobre
os resultados dessas interac¢des, estao sendo realizados ao longo dos anos, com foco
principalmente, na produgcdo de metabdlitos secundarios bioativos (referéncia). Os

endofitos sdo potenciais produtores metabdlitos secundarios originalmente
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produzidas pela planta hospedeira e/ou metabdlitos inéditos com maior bioatividade
(FERRARA, 2006).

A producdo de metabdlitos secundarios ocorre quando o crescimento dos
organismos endofiticos chegam a fase estacionaria, devido ao esgotamento dos
nutrientes, utilizados para o metabolismo primério. Isto gera um estresse ao
microorganismo, havendo um declinio em seu crescimento (ANDRADE, 2015).
Embora ndo estejam relacionados com o crescimento, os metabdlitos secundarios séo
frequentemente substancias bioativas, de baixo peso molecular, e desempenham
funcdes importantes na defesa, competicédo, sinalizagao e interagcbes com a planta
hospedeira (BERDY, 2005; CLARDY; WALSH, 2004).

Dreyfuss; Chapella (1994) considera que a grande producdo de metabolitos
secundarios por fungos endofiticos, explica-se pela teoria ecolégica, a qual, descreve
que existem dois fatores imprescindiveis que impulsionam esta diversidade
metabdlica, sdo eles, o alto nivel de estresse ambiental e intensa interagdo com outros
organismos. A exposicdo a um ou ambos os fatores, proporciona a producédo de
metabdlitos secundarios biologicamente ativos. Além disso, diversas pesquisas
consideram que a interacdo genética entre fungos e plantas, conhecida como,
transferéncia genética horizontal, seja um dos mecanismos envolvidos na producao
de metabdlitos secundarios e na capacidade que alguns enddfitos possuem, em
produzir as mesmas substancias, produzidas pela planta hospedeira (ALY et al., 2010;
2011; TAN; ZOU, 2001).

De acordo com Nisa et al. (2015), um grande numero de metabdlitos
secundarios bioativos de fungos endofiticos foram extraidos e caracterizados ao longo
de 12 anos, e os isolados pertencem a diversos grupos estruturais, como alcaloides,
esterdides, terpendides entre outros. Conferindo a estes, inUmeras atividades
farmacolégicas, como por exemplo, anticancerigenos, antioxidantes, antivirais,
imunossupressores, anti-inflamatorias. Sendo considerados uma importante fonte de
produtos naturais com valor terapéutico. A tabela 1 apresenta alguns exemplos de

fungos endofiticos isolados de plantas medicinais e suas atividades biolégicas.
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Tabela 1- Exemplos de fungos endofiticos isolados de plantas medicinais e suas

atividades bioldgicas

Planta medicinal

Fungo endofitico

Atividade biol6égica

Referéncias

Erythrina crista- Phomopsis spp. Antifingico,
galli antibacteriano, WEBER et al.
antiinflamatorio
PN (2004)
e citotoxico
Podophyllum Trametes hirsuta Antioxidante,
Hexandrum antitumoral e PURI et al.
radioprotetor (2006)
Murraya Eupenicillium spp  Inseticida (PROENCA
Paniculata BARROS;
RODRIGUES-
FILHO, 2005)
Niphates olemda  Curvularia lunata Ativo contra Bacillus
subtilis,
Staphylococcus
aureus, JADULCO et
Escherichia coli, al. (2002)
Cladosporium
herbarum
Terminalia Pestalotiopsis Efeito antimicrobianoe HARPER et al.
Morobensis Microspora antioxidante (2003)
Cynodon Rhizoctonia sp Ativo contra
dactylon Helicobacter pylori MA et al.
(2004)
Grevillea Streptomyces Amplo espectro e
Pteridifolia NRRI 30566 atividade antibidtica,

especialmente
contra o bactérias
Gram +, atividade
contra o parasita da
malaria.

(CASTILLO et
al. (2003)

Fonte: A autora (2022).

A aplicabilidade destes metabdlitos na industria farmacéutica, alimenticia e na
agricultura, aliado ao baixo custo de producéo e a facilidade de manipulagéo das
variaveis de cultivo, visando a otimizacdo e producdo destes metabdlitos em escala
industrial, tem motivado pesquisadores, a aprofundarem seus estudos sobre estes

microrganismos (DEZAM et al., 2017). O estudo sobre as rela¢des entre fungos e
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plantas e as substancias produzidas por estas associa¢des, se tornam importantes,
pois através da compreensdo desses processos bioquimicos, poderemos
compreender e otimizar a utilizacdo destes metabdlitos secundarios, para obtencéo

de produtos naturais através de seu potencial biolégico.

3.2.1 Fungos endofiticos isoladas de E. Oleraceae

Observando o grande potencial farmacolégico da E. oleracea, a crescente
utilizacdo desta espécie em pesquisas no pais e no mundo e, levando em
consideracdo, os diversos estudos demonstrando que as plantas medicinais
representam um promissor reservatorio de fungos endofiticos, justifica o interesse em
realizar estudos direcionados aos fungos endofiticos da espécie E. oleracea.

As plantas do género Euterpe sdo amplamente estudadas (GALOTTA;
BOAVENTURA, 2005; LIMA et al., 2012; SANTAMARINA et al., 2018). No entanto,
pesquisas sobre fungos endofiticos associados ao género Euterpe sdo escassas
(BATISTA; RAPOSO, SILVA, 2018; GARBIN et al.,, 2019; RAIANA et al., 2020),
principalmente relacionados a espécie E. oleracea. Estudos utilizando o extrato e o
Oleo, estdo sendo divulgados, porém, poucos trabalhos exploram os microrganismos
endofiticos desta planta e o seu potencial biotecnoldgico.

Os estudos relacionados explicam que o primeiro registro de endofitos no
acaizeiro, foi descrito por Rodrigues (1991) e, houve uma maior ocorréncia de fungos
endofiticos dentro da folha, com predominancia de fungos da familia Xylariaceae e do
género Letendraea. Em outro estudo realizado por Rodrigues (1994), um
levantamento dos endofitos fungicos em folhas de arvores e mudas de E. oleracea
foram monitoradas durante dois anos, sendo isoladas 57 espécies e 6 taxons
familiares atribuidos principalmente a Ascomycotina e Deuteromycotina. Nestes
estudos ndo foram realizados testes quanto a atividade biolégica, apenas o isolamento
e identificacdo dos enddfitos.

Dentre os fungos endofiticos isolados desta espécie vegetal, foi selecionado
para o estudo, o fungo endofitico identificado com o género Neocosmospora
ferrugineum isolado dos frutos da E. oleracea, devido as suas caracteristicas
organolépticas. O odor adocicado e agradavel exalado por este género, chamou a
atencdo. A literatura relata que fungos endofiticos sdo conhecidos como produtores

de metabdlitos volateis. A maioria destes compostos possuem odores caracteristicos,
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que despertam o interesse, visto que, compostos fungicos volateis, exibem potenciais
aplicacfbes biotecnoldgicas importantes para varios setores, como 0 agricola, da
industria e farmacéutico (BUCHBAUER, 2011; ROY; BANERJEE, 2019).

Portanto, pesquisas com fungos endofiticos isolados da planta medicinal E.
oleracea devem ser estimuladas devido seu grande potencial ja relatado. Nesse
contexto, a unido do conhecimento tradicional popular, muito presente na Amazonia
brasileira, com o conhecimento cientifico sobre as propriedades terapéuticas da
planta, bem como, o potencial biotecnologico dos fungos endofiticos, podem ser
utilizados para a descoberta de moléculas bioativas, conhecidas ou inéditas, que
possivelmente possam vir a ser utilizadas para o beneficio da populagéo.

3.2.2 Fungos endofiticos: fonte de moléculas anti-inflamatorias

Pesquisas recentes na literatura mostram inUmeros compostos
farmacologicamente ativos de endofitos fungicos de plantas medicinais, inclusive
compostos com atividade anti-inflamatoria (ZHANG et al., 2018; KHAYAT et al., 2019;
PAL; SHAIK, BEGUM, 2020;).

Estudos realizados por Zhang et al. (2017), relataram a acéo anti-inflamatéria
neural de trés novos metabdlitos, da classe do Terpenos, os sesquiterpendides, que
foram isolados do fungo endofitico Trichoderma sp. Xy24, de plantas de mangue. Os
compostos foram testados quanto a atividade anti-inflamatéria neural monitorando a
producao de éxido nitrico (NO) induzida por Lipopolissacarideo LPS, em células BV2
de microglia de camundongo, utilizando a curcumina como controle positivo. Dois
compostos apresentaram atividade anti-inflamatoria neural, com elevadas taxas de
inibicdo de marcadores inflamatérios, mostrando-se mais eficazes que a curcumina.

Um estudo conduzido por Zhang et al. (2018), estudou sobre os efeitos anti-
inflamatérios do acido ambuico (Figura 4A). Este &cido organico, isolado do fungo
endofitico Pestalotiopsis sp., apresentou significativo efeito anti-inflamatério, contra a
superproducdo de NO induzida por lipopolissacarideo (LPS). Sabe-se que a
superproducdo de NO induzida por LPS, promove uma reacdo inflamatéria, e os
inibidores de NO podem ser usados como eficientes agentes anti-inflamatorios.

Khayat et al. (2019) extrairam e caracterizaram trés novos derivados do
ergosterol (Figura 4B) e dois metabdlitos conhecidos, do fungo endofitico Fusarium
sp., isolado das raizes da Mentha longifolia L. (Labiatae). Alguns estudos (IVANOVA
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et al., 2013; KOBORI et al., 2007; MA et al., 2013; YASUKAWA et al., 1994), ja
demostraram o potencial anti-inflamatério do ergosterol e seus derivados. Todos 0s
metabalitos foram testados quanto a atividade inibitéria da enzima inflamatéria 5-LOX.
A inibicdo desta enzima, bloqueia a superproducdo dos leucotrienos; estes
mediadores participam dos processos de inflamacdo aguda, aumentando a
permeabilidade vascular, e consequentemente favorecendo a ocorréncia do edema
no local afetado. Neste estudo, todos os compostos apresentaram atividade inibitoria

em relacdo a enzima 5-LOX.
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Figura 4 — Moléculas bioativas anti-inflamatérias isoladas de endofiticos. (A) acido ambuico, (B)
ergosterol e (C) herbarina
Fonte: A autora (2022).

Pal, Shaik e Begum (2020) reuniram e estruturam diversos estudos com
moléculas bioativas anti-inflamatdrias oriundas de endofiticos, sendo classificadas de
acordo com o grupo quimico do metabdlito secundario, compilando um total de 118
compostos e 6 extratos com atividades contra um total de 16 alvos, principalmente
NO, TNF-a e ROS (espécies reativas de oxigénio). O estudo destaca a acdo de
moléculas como a herbarina (Figura 4C), a periconianona A e a periconianona B sendo
apontadas como 0s compostos mais potentes.

E preciso ressaltar a importancia do estudo e pesquisas sobre a atividade anti-
inflamatéria de fungos endofiticos. Compreende-se que a regido amazénica, abriga
uma das mais ricas biodiversidades do mundo, podendo contribuir para o

conhecimento e descoberta de novos produtos com esta atividade biolégica.

3.3 INFLAMACAO

3.3.1 Defini¢g&o e importancia

A inflamacédo é um processo biologico e dinamico, considerada a primeira linha
de defesa do organismo contra agentes nocivos exégenos (agentes infecciosos,
fisicos ou quimicos) e endégenos (imunolégicos, neurologicos) (RODRIGUEZ-VITA;
LAWRENCE, 2010). Além de ser conhecida como uma fun¢éo do sistema imunolégico
inato, € caracterizada por uma complexa cascata de eventos fisiol6gicos, que envolve
inUmeras células, vasos sanguineos, proteinas e mediadores, cujo objetivo é conter e
isolar o agente agressor, a fim de minimizar e neutralizar o avan¢co do processo
inflamatoério, como também, estimular processos de reparo (KUMAR; ABBAS, ASTER,
2013).

Todo o processo inflamatorio, de um modo geral, € desencadeado através de
mediadores quimicos. Este processo € iniciado por uma fase aguda, na qual agentes
inflamatorios induzem uma resposta organica; e ceélulas imunoldgicas (células de
defesa e moléculas circulantes do plasma ou residentes das paredes vasculares)
promovem a liberacdo, ativacdo ou sintese dos mediadores quimicos, que
desencadeiam os eventos vasculares e celulares caracteristicos da inflamacao aguda
(FELIN; FELIN, 2009).
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A resposta inflamatéria tem particular importancia fisioldgica, pois é um dos
parametros fundamentais, que afetam o equilibrio dindmico entre a salde e a doenca
(LORDAN; TSOUPRAS, ZABETAKIS, 2019). Geralmente é considerada benéfica ao
organismo. A auséncia ou insuficiéncia desta resposta, resultaria em infeccbes
descontroladas, 6rgdos danificados permanentemente e feridas sem cicatrizagao.
Uma resposta inflamatéria exacerbada e prolongada, pode ser potencialmente lesiva,
desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento de varias doencas
cronicas, como cancer, artrite reumatoide, doenca de Crohn, colite, aterosclerose,
doencas inflamatérias pulmonares. Portanto, a fim de proteger as fungBes do
organismo, € fundamental a atenuacdo adequada da resposta inflamatoria
(BECHARA; SZABO, 2006; FLEIT, 2014).

A importancia do processo inflamatorio péde ser evidenciada, nos ultimos dois
anos, a partir do advento da pandemia da Covid-19. A resposta inflamatoria
desencadeada pela infeccdo pelo SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19,
estimula a producao excessiva de citocinas inflamatérias, ocasionando intenso dano
tecidual e celular, inflamacé&o pulmonar e sistémica; levando a quadros de pneumonia
viral letal, sepse viral e sindrome respiratoria aguda severa. Além de contribuir para
incidéncia de provaveis complicacdes hepéticas, cardiovasculares e neurais (DE
ALMEIDA et al., 2020).

3.3.2 Inflamacédo aguda

A resposta inflamatéria pode ser classificada em duas fases. A primeira fase,
denomina-se fase aguda, geralmente € de curta duracéo e benéfica ao organismo, e
a segunda, a fase cronica, apresenta longa duracéo e ocorre frequentemente no caso
de doencas crbnicas e complexas (ASHLEY; WEIL, NELSON, 2012).

As reacdes inflamatérias agudas podem ser iniciadas por diversos agentes
inflamatorios, que séo divididos em grupos conforme a natureza do agente. Assim,
tém-se o0s agentes bioldgicos, englobando bactérias, virus, protozoarios; agentes
guimicos e irritantes, como acidos; agentes fisicos que causam traumas, cortes,
gueimaduras; e agentes imunes, que provocam reacdes de hipersensibilidade a
substancias ambientais ou contra o proprio organismo (ALLER et al., 2007).

O desenvolvimento da fase aguda caracteriza-se pela ocorréncia de eventos

vasculares e celulares, que induzem a uma resposta local, com o aparecimento dos
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cinco sinais clinicos da inflamacgéo (rubor, calor, edema e dor), e a uma resposta
inflamatoéria sistémica, onde ocorre um aumento na produgcdo de leucécitos e
alteracdes nos niveis de diversas proteinas plasméaticas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
Os principais eventos vasculares da inflamacéo iniciam imediatamente apos a
lesdo e envolvem basicamente a microcirculacdo, sao eles a vasodilatacdo e o
aumento da permeabilidade vascular (figura 5). A vasodilatagdo das pequenas
arteriolas, seguido do aumento do fluxo sanguineo (rubor), resulta na elevacédo da
temperatura corporal (calor), promovendo assim, o aumento da permeabilidade
capilar, que consequentemente, ocasiona 0 extravasamento de proteinas para o
tecido, aumentando o liquido intersticial local, o qual, somado ao aumento da presséo
de filtracdo, leva a formacédo de edema (tumor) (RANG; DALE, RITTER, 2001). Os
mediadores responsaveis pela vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
durante o processo inflamatério sdo a histamina, serotonina, bradicinina, as
prostaglandinas (série E) e as prostaciclinas (MONCADA; PALMER, HIGGS, 1991).

Vasodilatagdo ———— Aumento do fluxo —_—
sanguineo (rubor)

Elevagdo temperatura
(calor)

Dilatagdo da
arteriola “ Dilatagdo da

Expansao do Ieitge“u'a
capilar

Aumento da permeabilidade capilar l
o ° g . >

Q ot °° 2 t .0 Extravasamento de proteinas para o tecido
° e ° e P Aumento liquido intersticial

S s e %% & o o I *
o - o o Aumento da pressao de filtragdo

: R . Formagdo de
. * ® e edema (tumor)

O aumento da permeabilidade vascular € observado clinicamente sob a forma de
edema.

Figura 5 - Sequéncia de eventos vasculares no desenvolvimento da inflamacdo aguda
Fonte: A autora (2022).
Os eventos celulares da inflamag&o manifestam-se através de uma sequéncia

de eventos, que tem por objetivo o recrutamento dos leucocitos, do compartimento

vascular para o sitio inflamatorio (figura 6). S&o seguidas pela marginagéo e rolagem
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ao longo dos vasos, adesao ao endotélio, transmigracao entre as células endoteliais
e migracdo de células fagocitarias para os tecidos, tais como, células endoteliais
vasculares, mastocitos e macrofagos residentes, leucocitos polimorfonucleares e
mononucleares, e principalmente neutroéfilos, que locomovem-se direcionados através
dos gradientes de substancias quimiotaticas (BEVILACQUA et al.,, 1989; RANG,;
DALE, RITTER, 2001; SMITH et al., 1988, 1991).
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Figura 6 - Sequéncia de eventos celulares no desenvolvimento da inflamacéo aguda.
Fonte: A autora (2022).

3.3.3 Desenvolvimento do processo inflamatorio

O processo inflamatério inicia quando os agentes inflamatoérios interagem com
os receptores de superficie celular (TLRs). Esta € uma questdo fundamental pois esta
relacionada a ativacdo da resposta do hospedeiro. Os TLRs reconhecem o0s sinais
moleculares de diversos tipos de patdgenos, conhecidos como padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPSs) (TAKEDA; KAISHO, AKIRA, 2003).

Esses receptores desempenham um papel fundamental na defesa contra
agentes invasores (REN et al., 2017). Os TLRs sé&o divididos em dois subgrupos, onde
agueles que séo expressos na superficie celular (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-
6 e TLR-11) reconhecem lipideos, lipoproteinas e proteinas, que compdem a
membrana microbiana. O outro grupo (TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9) que sé&o
expressos exclusivamente em vesiculas intracelulares, reconhecem acidos nucléicos
microbianos (MONTERO, 2011). A ativacdo dos TLRs pelos PAMPs, resulta na
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liberacdo de mediadores inflamatérios, como prostaglandina E2 (PGE2), e
interleucina-1 (IL-B), 6xido nitrico (NO) e fator de necrose tumoral (TNF-a) que
exerceram o controle sobre a cascata inflamatéria (KIM et al., 2013).

Em uma lesdo tecidual, os mastocitos espalhados pelo tecido conjuntivo,
estrategicamente localizados adjacentes aos vasos sanguineos, secretam
substancias quimicas (selectinas, moléculas de adesao e fatores quimiotaticos), que
promovem a ativacao e migracao de leucdcitos (neutrdéfilos, mondcitos e macréfagos)
aumentando o volume de células na area lesionada, principalmente os neutroéfilos e
macrofagos (SEO et al., 2016). Os mastocitos sdo essenciais na iniciagdo da resposta
inflamatoria, devido a liberacdo de ampla variedade de mediadores pré-inflamataorios,
principalmente a histamina que produz a vasodilatacao venular e o fator de agregacéao
plaguetaria (PAF) que promove a adesdo leucocitaria dependente de CD18
(BOCHSLER; SLAUSON, 2002).

Os neutrdfilos no foco da inflamacgéo permanecem ativados, devido a acdo de
citocinas secretadas por células do tecido residente para eliminacdo do agente
invasor, como também, pelo contato direto com o microrganismo, esta ativacao,
promove a liberacdo do conteldo dos seus granulos téxicos, composto por espécies
reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (ERN), proteinase,
catepsina G e elastase, que promovem a degradacéo dos patdégenos. Os neutréfilos
também podem remové-los por fagocitose (SAGNIA et al., 2014; CHENG et al., 2016).

Os macroéfagos igualmente estimulam a resposta aguda através da liberacao
de mediadores como Fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1), que em
conjunto atuam na ativacao do endotélio, para expressdo das moléculas de adeséo
(E-selectinas e P-selectinas), a fim de atrair células envolvidas no reparo tecidual
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; RANG; DALE, RITTER, 2001).

Tendo em vista o desenvolvimento do processo inflamatério e manifestacéo
das alteracoes celulares e vasculares, as consequéncias da inflamacao aguda podem
resultar na resolucdo da inflamacédo (regeneracdo e reparo), na inflamacédo croénica
e/ou cicatrizacdo (KUMAR; ABBAS, ASTER, 2013). O processo de resolugéo, € um
processo bioquimico e metabdlico ativo, a qual, diversos mediadores anti-
inflamatorios e pro-resolutivos, sintetizados durante o processo, neutralizam e
eliminam o agente agressor, normalizam a permeabilidade vascular, interrompem a

infiltracdo leucocitaria, realizam a apoptose dos neutrofilos presentes no sitio
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inflamatério e removem fragmentos celulares através da fagocitose, objetivando a
homeostase do tecido. Alguns mediadores envolvidos na resolucdo do processo
inflamatorio sdo as prostaglandinas ciclopentenonas, as lipoxinas, resolvinas,
protectinas, NF-kB e mediadores da apoptose (BANNENBERG et al, 2005; SERHAN,
2007; SERHAN; CHIANG, 2008).

A transicao da inflamacao aguda para crbnica é variavel, por se tratar de um
processo unico, com fatores que estdo interligados. Além disso, a natureza do
estimulo inflamatdrio, a extensao da lesao tecidual e/ou a falha no processo de reparo,
podem determinar o curso de sua evolucdo, para restauracao da estrutura e funcao
normal ou extensa destruicdo do tecido, resultando em cicatrizacdo (BECHARA,;
SZABO, 2009; KUMAR; ABBAS, ASTER, 2013).

3.3.4 Mediadores quimicos da inflamacao

Os mediadores quimicos ou reguladores da inflamacéo podem ser derivados
de células ou de proteinas plasmaticas (figura 7). Os mediadores derivados de células,
permanecem armazenados em granulos intracelulares e sédo imediatamente liberados
conforme ativagéo celular (mastécitos liberam histamina e serotonina), ou sintetizados
localmente em resposta a um estimulo (leucdcitos produzem prostaglandinas e
citocinas) no sitio inflamatério (BRASILEIRO FILHO, 2006).

Os mediadores derivados de proteinas plasmaticas (proteinas do
complemento, cininas e da coagulacdo), sdo sintetizados pelo figado, como
precursores inativos, sendo ativados (clivagem proteolitica) no local da inflamacéo,
para exercer suas atividades biolégicas (BRASILEIRO FILHO, 2006; KUMAR,;
ABBAS, ASTER, 2013).
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Figura 7 - Mediadores quimicos ou reguladores da inflamacao
Fonte: A autora (2022).

Normalmente os mediadores apresentam as seguintes caracteristicas: grande
parte dos mediadores promovem suas a¢fes por meio de ligacdes aos respectivos
receptores especificos nas células-alvo, podendo atuar apenas em um ou em varios
alvos; estes também podem desempenhar diversas func¢des, com diferentes efeitos;
determinados mediadores, como proteases lisossdmicas e ERO, além de néo
requerem ligacdo a receptores especificos, apresentam atividades toxicas e/ou
enzimaticas diretas; os efeitos sistémicos sao altamente regulados e de curta duracao;
apos a ativacdo e liberacdo das células, os mediadores podem se degradar
rapidamente (p. ex., os metabdlitos do acido araquidénico) ou serem inativados por
enzimas (p. ex., a cininase inativa a bradicinina) ou completamente inibidos (proteinas
inibidoras do complemento) (KUMAR; ABBAS, ASTER, 2013).

O grupo dos mediadores derivados de células, é representado principalmente,
pelas aminas vasoativas, metabdlitos do &cido araquiddnico, citocinas, fator de
ativacao plaquetaria (PAF) e 6xido nitrico (NO).

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, estdo entre 0s primeiros
mediadores a serem liberados nas reacdes inflamatorias agudas, ocasionam dilatacao
das arteriolas e aumento da permeabilidade das vénulas (OH et al., 2015). Ambas
encontram-se armazenadas em granulos citoplasmaticos de diversas células. A
histamina € pré formada e armazenada por diversos tipos celulares (baséfilos e
plaguetas sanguineos) que circulam pelo plasma, e principalmente pelos mastécitos
adjacentes aos vasos. Além de causar vasodilatacdo, € o principal mediador da fase
imediata de aumento da permeabilidade vascular. A serotonina € encontrada

principalmente nos granulos das plaquetas, sua liberacdo ocorre durante a agregagao
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plaquetaria, e é responsavel por induzir vasoconstricdo durante a coagulacdo. Varios
fatores induzem a liberacdo desses mediadores, seja por lesao fisica, reacdes imunes
(ligacédo de anticorpo IgE aos receptores Fc dos mastdcitos), proteinas de liberacao
da histamina derivadas dos leucdcitos; neuropeptidios (substancia P) e as citocinas
IL-1 e IL-8 (BRASILEIRO FILHO, 2006; GIORDANO; GERSTMANN, 2004;
KASSUYA, 2013; OKUSE, 2007).

Os mediadores derivados do acido araquidénico, também conhecidos como
eicosanoides, sdo produtos do processamento do acido araquidénico (AA), que
normalmente compdem os fosfolipidios das membranas plasméticas (figura 8). Diante
de algum estimulo inflamatorio, o AA liberado da membrana, por acdo da enzima
fosfolipase A2, sofre metabolizacéo pelas vias das enzimas, cicloxigenases (COX-1 e
COX-2) e lipoxigenases (LOX) (KHLOYA et al., 2015). A COX-1 é constitutivamente
expressa em varios tipos de células. A COX-2 € induzida por uma variedade de
estimulos. Ambas convertem o acido araquiddnico, dois precursores: PGG2 e PGH2.
As prostaglandinas isomerases convertem o PGH2 em diferentes prostaglandinas
biologicamente ativas (PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2) e tromboxano (HATA; BREYER,
2004). A inibicdo da sintese de prostaglandinas mediante o bloqueio das duas
isoformas de cicloxigenase, a COX-1 (constitutiva) e a COX-2 (induzida), € o principal
mecanismo de acdo de drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINES). As LOXs
sdo responsaveis pela producdo de leucotrienos 0s quais sado quimioatraentes por
efeitos vasculares (HUSAIN et al., 2016). Os mediadores derivados do AA podem
mediar praticamente cada etapa da inflamacgéo. Sua sintese é aumentada nos locais
da resposta inflamatoria, e depois sao destruidos por enzimas ou decompdem-se
espontaneamente (HATA; BREYER, 2004; KUMAR; ABBAS, ASTER, 2013).
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Figura 8 - Mediadores derivados do acido araquidénico
Fonte: A autora (2022).

Outro mediador derivado dos fosfolipidios, € o fator de ativacdo plaquetéaria
(PAF), produzido a partir dos fosfolipidios das membranas de neutrofilos, mondcitos,
basdfilos, células endoteliais e plaquetas, dentre outras, pela acdo da enzima
fosfolipase A2. Este mediador além de ser responsavel pela agregacao de plaquetas,
€ considerado um dos mais potentes fatores quimiotaxicos in vitro e in vivo (para
eosinofilos e neutrofilos), apresenta varias efeitos fisiologicos, dentre eles,
vasoconstricdo e broncoconstricdo, aumento da permeabilidade (ISHII; SHIMIZU,
2000).

As principais citocinas na inflamagéo aguda sao o fator de necrose tumoral
(TNF-a), as interleucinas IL-1 e IL-6, e as quimiocinas (citocinas quimioatraentes). O
TNF-a e a IL-1 sdo produzidos por macrofagos ativados, células endoteliais,
mastocitos e outros tipos celulares. Correspondem as citocinas que medeiam a
inflamacéo através da a ativacdo endotelial. Além disso, estimulam a expressao de
moléculas de adeséo nas células endoteliais, ocasionando aumento no recrutamento

de leucocitos e aumento da producdo de citocinas adicionais, principalmente
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guimiocinas. Apesar de serem sintetizados no local da inflamacéao, principalmente por
macréfagos, o TNF e a IL-1, podem entrar na circulagao e atuar em locais diferentes,
promovendo a reacdo de fase aguda sistémica, frequentemente relacionada a
infeccdes e doencas inflamatorias (KUMAR; ABBAS, ASTER, 2013; KUNDU; SURH,
2008).

O NO é um mediador gasoso, produzido por diversas células sendo capaz de
mediar uma variedade de funcbes no organismo. Nas reacdes inflamatorias, os
macrofagos utilizam o NO como agente citotoxico, para destruir microorganismos
invasores e células tumorais; quando produzido pelas células endoteliais, causa
relaxamento do musculo liso e vasodilatacdo. Por outro lado, 0 NO desempenha
outros papéis na inflamagdo, como relaxamento do musculo liso vascular,
antagonismo a todos os estagios da ativacdo plaquetaria (adesédo, agregacao e
desgranulacédo) e reducao do recrutamento de leucocitos para os locais inflamatérios.
Existem trés isoformas de NO- caracterizadas: NOS neuronal (tipo 1),
constitutivamente expressa em neurdnios, cérebro e SNC, e ndo possui papel
expressivo na inflamacéo. NOS induzivel (tipo I) (iNOS) é induzida por varias citocinas
e mediadores pro-inflamatorios, como IL-1, TNF, IFN-g, endotoxinas bacterianas e
LPS. Presente nos macréfagos e células endoteliais, é responsavel pela producéo de
NO nas reacOes inflamatérias. NOS endotelial (tipo IIl), € uma NOS sintetizada
constitutivamente e expressada nas células endoteliais vasculares em condicbes
basais (FORSTERMANN et al., 1994; KUBES et al., 1993; LOWENSTEIN; SNYDER,
1992).

Nos mediadores derivados de proteinas plasméticas, as proteinas plasmaticas
circulante dos sistemas de complemento, das cininas e da coagulacdo além de
estarem inter-relacionados, estdo envolvidos em varios aspectos da resposta
inflamatéria aguda. Os fatores derivados do complemento, C3a, C4a, e Cba, atuam
nos eventos vasculares: (1) aumentando a permeabilidade vascular e causando
vasodilatacdo, induzindo os mastécitos a liberarem histamina; (2) ativam a via da
lipoxigenase do metabolismo do AA, em neutréfilos e macréfagos, promovendo a
liberacdo de mediadores inflamatorios; (3) ativacdo, adesdo e quimiotaxia dos
leucadcitos; (4) favorecem a fagocitose por neutréfilos e macréfagos (KUMAR; ABBAS,
ASTER, 2013).
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3.4 MODELO EXPERIMENTAL: ZEBRAFISH (DANIO RERIO)

A espécie Danio rerio (HAMILTON, 1822), conhecida popularmente como
peixe-zebra ou zebrafish, € um pequeno peixe tropical de 4gua doce que vive na india
e no sul da Asia, mede aproximadamente de 2-4 cm, podendo chegar até 5¢cm (Figura
9) (D’ALENCON et al., 2010). H& registros do primeiro artigo publicado sobre este
vertebrado em 1955. No entanto, um artigo publicado em 1981, pelo biélogo George
Streisinger, da Universidade de Oregon, nos Estados Unidos, alavancou a utilizagéo
do zebrafish nas pesquisas cientificas. Desde entdo, ocorreu um aumento nas
produgdes cientificas com este modelo a nivel mundial e a nivel nacional a partir de
1966 (GHENO, 2015)

Figura 9 - Zebrafish adulto (Danio rerio)
Fonte: A Autora. 2021.

Ao longo dos anos, tornou-se importante modelo experimental para avaliagdes
biomédicas, devido as suas vantagens que incluem, alta similaridade genética e
fisiologica com humanos (70%), o pequeno tamanho, transparéncia 6ptica e rapido

desenvolvimento, sendo utilizados em estudos relacionados a genética, embriologia,
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desenvolvimento celular, toxicidade, angiogénese, apoptose, imunologia, entre outros
(CORDERO-MALDONADO et al., 2013; CRAWFORD et al., 2011).

Embrides de zebrafish exibem caracteristicas singulares, como por exemplo,
um corpo transparente, que permite visualizar toda a sua anatomia e evolucdo durante
seus estagios de desenvolvimento, favorecendo estudos de toxicidade aguda e
reprodutiva (GHENO 2015; PARNG et al., 2002). Possuem um tamanho pequeno,
ciclo de vida curto, e devido a sua alta taxa de fecundidade, podendo produzir até 100
ovos/dia, favorece sua producédo e analise em um periodo de tempo menor quando
comparado aos ratos. E importante ressaltar também o baixo custo de manutencéo
em laboratorio. Por todas essas razdes, este pequeno animal, vem sendo considerado
um modelo ideal na triagem e avaliagdo em novos medicamentos (CARVALHO et al.
2018). Segundo Cordero-Maldonado et al. (2013), na ultima década, o zebrafish,
tornou-se um importante modelo para avaliacdo e testes de drogas. Incluido também
em estudos relacionados a genética, embriologia, desenvolvimento celular, toxicidade,
angiogénese, apoptose, imunologia, entre outros.

A utilizacdo do zebrafish, como um modelo in vivo para estudar inflamacéo,
tornou-se uma excelente estratégia para a identificacdo de novos compostos. O
estudo de drogas anti-inflamatorias utilizando modelos como roedores, enfrenta
algumas desvantagens. A dosagem necessdria para 0s testes, sdo baseadas em
calculos; onde a quantidade de composto utilizada € calculada por grama de peso
corporal do animal; e a quantidade dos compostos derivados de produtos naturais,
dependendo do método de extracdo e da quantidade de matéria prima utilizada, pode
fornecer uma fracao infima de composto (CORDERO-MALDONADO et al., 2013).

Diante do exposto a utilizacdo do zebrafish como modelo experimental seria o
mais adequado. Visto que, o seu pequeno tamanho e 0 seu baixo peso corporal
favorecem a utilizagdo de uma quantidade menor de composto para os testes,
exigindo apenas microgramas de cada extrato, fragdo ou composto a ser testado.
Sendo um dos principais fatores que influenciaram na escolha do zebrafish para

desenvolvimento de novas moléculas com acgéo anti-inflamatoria.

3.4.1 Zebrafish adulto como modelo experimental para avaliacdo de atividade
anti-inflamatoria de produtos naturais
O desenvolvimento de novos farmacos seguros e eficazes para o tratamento

de doencas inflamatérias depende da existéncia de modelos experimentais
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adequados, a fim de estabelecer a eficacia e mecanismo de agéo. E embora a maioria
das doencas inflamatorias severas e debilitantes sejam de natureza crénica, modelos
inflamatorios agudos sédo importantes para a descoberta e triagem de novas drogas
(PATIL et al., 2019; SEDGWICK; LEES, 1986).

Nesse sentido, modelos agudos de inflamacéo em zebrafish (Danio rerio) estao
bem estabelecidos (ZANANDREA; BONAN, CAMPOS, 2020). Nos ultimos anos, além
de ser considerado como um modelo ideal para estudar a fisiopatologia de doencas
relacionadas a inflamac&o humana, por apresentar um sistema imunolégico complexo
com caracteristicas de mamiferos e, uma seérie de mediadores e receptores
inflamatorios que sé@o subjacentes as respostas inflamatérias (ZANANDREA; BONAN,
CAMPOS, 2020), diversos protocolos de inflamacdo foram desenvolvidos em
zebrafish (CAMPOS-SANCHEZ; ESTEBAN, 2021; D’ALENCON et al., 2010;
SIVAMANI et al., 2014; XIE; MEIJER, SCHAAF, 2021), como a inducdo de edema
abdominal por carragenina (HUANG et al., 2014).

Huang et al. (2014) validaram um novo protocolo de inflamacéo, utilizando o
zebrafish na sua fase adulta. Neste modelo, a resposta inflamatéria € induzida pela
injecao intraperitoneal de carragenina, e formacgédo de edema na regidao abdominal
(Figura 10) como resultado da regulacdo das proteinas pro-inflamatérias e do acamulo
de células no sitio inflamatério. Além disso, foi relatado que apés a injecdo da
carragenina no peritbnio dos animais, ocorreu a liberacdo de varios mediadores
inflamatorios (TNF-a e iNOS), e que medicamentos anti-inflamatorios clinicamente
eficazes, foram capazes de inibir a resposta inflamatéria causada pela carragenina
em zebrafish adulto (HUANG et al., 2014).

Edema abdominal inflamatorio.

Figura 10 — Edema abdominal em zebrafish induzido por carragenina
Fonte: A autora (2022).
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Nos ultimos anos, diversos autores demonstraram que o zebrafish adulto € um
modelo ideal para avaliar a a¢do anti-inflamatéria de compostos naturais. Ao avaliar o
efeito do veneno de Bothrops alternatus, que induz rea¢des inflamatorias, como
acumulo de leucacitos, liberacdo de mediadores enddgenos, aumento dos niveis
séricos de varias citocinas e NO em zebrafish adulto, Carvalho et al. (2018) além de
demonstrarem a utilidade deste modelo animal para estudar o efeitos da exposi¢céo
ao veneno de cobra, também relataram que a dexametasona, um glicocorticoide,
reduziu significativamente os danos causados pelo veneno, sugerindo que o zebrafish
pode ser util para a triagem de novas drogas que possam atenuar os danos
inflamatorios causados por picadas de cobras.

Ekambaram, Perumal e Pavadai (2017) utilizaram zebrafish adulto como
modelo experimental, para avaliar a atividade anti-inflamatodria do extrato etanélico de
Naravelia zeylanica (L) (ENZ), através do teste de edema abdominal induzido por
carragenina. Os animais tratados com ENZ n&o mostraram nenhuma evidéncia de
inflamacé&o, indicando o efeito anti-inflamatério de ENZ.

Borges et al. (2018) ao avaliarem o efeito anti-inflamatorio de nanoemulsées
contendo 6leo essencial de Rosmarinus officinalisL L, também utilizaram o zebrafish
adulto como modelo experimental. Neste estudo, o tratamento com a nanoemulsao
demonstrou efeito anti-inflamatério sobre o edema abdominal induzido por
carragenina.

Quitian-Useche et al. (2021), na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de
amidas graxas obtidas do 6leo de Bertholletia excelsa, através do edema abdominal
induzido pelo agente inflamatério carragenina, do mesmo modo, empregaram o0
zebrafish adulto como modelo experimental. As amidas graxas foram tao eficientes
guanto o farmaco padrao Indometacina, na inibicdo do edema causadas pela injecéo

de carragenina intraperitoneal.

3.4.2 Métodos de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

A utilizacdo de agentes inflamatorios, como carragenina, dextrana, histamina,
prostagladinas, entre outros, em ensaios de inflamacédo aguda permitem avaliar a
acao anti-inflamatéria de diferentes substancias e/ou extratos (COELHO-DE-SOUZA
et al., 2021).
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A carragenina, é um polissacarideo sulfatado extraido de algas, que induz uma
resposta inflamatoria caracterizada por diferentes fases, com a presenca de infiltrado
celular com diferentes tipos celulares. A primeira fase, que ocorre nos primeiros 60
minutos (min) apos a injecdo de carragenina, ocorre a liberacdo de histamina e
serotonina. Na segunda fase (61-120min), ocorre a liberagdo de quininas
predominantemente, como a bradicinina, e na terceira fase (121-180min) ocorre a
liberacao principalmente de prostaglandina. Conforme descrito anteriormente, seu uso
como agente inflamatdrio, para induzir edema abdominal em zebrafish adulto esta
estabelecido e validado (Figura 6).

A dextrana é um agente inflamatorio amplamente utilizado nos ensaios de
inflamacéo aguda em roedores e, sendo um polissacarideo de alto peso molecular,
promove um edema osmotico e acelular, a partir da desgranulacdo dos mastacitos,
liberando os mediadores inflamatérios histamina e serotonina, que agem sobre seus
respectivos receptores (H1, H2 e 5-HT2), promovendo o aumento da permeabilidade
vascular e acumulo de liquidos (COELHO-DE-SOUZA et al., 2021).

O dextran sulfato de sédio, ou DSS, € um polissacarideo ramificado sulfatado
sintético derivado de dextrana, que vem sendo utilizado para a inducéo de inflamacao
intestinal em larvas de zebrafish. Este modelo de inflamacdo por DSS tem sido
empregado para avaliar o potencial terapéutico de diversas substancias para o
tratamento de doencas inflamatorias intestinais, como a colite e doenca de Crohn
(OEHLERS et al. 2012, 2013).

A histamina € um importante mediador quimico inflamatério, responséavel por
diversos efeitos na inflamacdo aguda, incluindo vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, formacdo de edema, contragdo do musculo liso
(THURMOND; GELFAND, DUNFORD, 2008).

A prostaglandina E2 apresenta potente atividade vasodilatadora, liberada tanto
por células residentes quanto por estimulos inflamatérios, logo nas primeiras horas
apos o estimulo introduzido no organismo, tem papel fundamental na vasodilatacéo
durante a formacéo do edema de pata induzido por carragenina (SOLOMON; JUHLIN,
KIRSCHENBAUM, 1968; CLAUDINO, 2006; OLIVEIRA et al., 2014).

A inflamacé&o induzida pelo agente inflamatorio dextrana e pelos mediadores
histamina e prostaglandina, no ensaio de edema de pata utilizando roedores, € um

modelo estabelecido e validado para estudar processos inflamatorios (GUEDES et al.,
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2020; PERIANAYAGAM; SHARMA, 2006; TAMADDONFARD; FARSHID, HOSSEINI,
2012), contudo, a utilizacao destes, em ensaio de inducdo de edema abdominal em
modelo zebrafish adulto, ainda ndo havia sido relatado. Este é o primeiro estudo a

utiliza-los em ensaio de inducao de edema abdominal em modelo zebrafish adulto.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Fungo endofitico

A cepa do fungo endofitico Neocosmospora ferrugineum, utilizado nesta
pesquisa foi cedida pelo Biorg - Laboratério de Biocatélise e Sintese Organica
Aplicada da UNIFAP, Macapa, Amapa, local onde foi realizado o isolamento deste

microrganismo a partir dos frutos de E. oleracea, coletada na cidade de Macapa.

4.1.2 Material vegetal e localizagdo da coleta

As folhas, frutos e raizes de E. oleracea foram coletados na area do Campo
Experimental do Cerrado da Embrapa Amapa, municipio de Macapa, Amapa, nas
seguintes coordenadas geograficas: 00°22’55” de latitude norte e 51°01°40” latitude
oeste, em outubro de 2018 (Figura 11).
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Figura 11 - Area de coleta na estacéo Experimental do Cedo » a/é Ittnte 00
22 55” e 51 01 40” de latitude oeste
Fonte: Google Maps (2018).
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As amostras frescas (folhas, frutos e raizes) foram organizadas, identificadas e
armazenadas adequadamente no Laboratorio Biorg (Figura 12), onde foi realizado o

isolamento dos microrganismos endofiticos.

sl "3

Figura 12 - Organizacao, identificacdo e armazenamento das amostras frescas de E. oleracea (folhas,
frutos e raizes).
Fonte: Acervo particular, Sena (2018).

4.1.3 Isolamento das colénias de microorganismos endofiticos

Para o isolamento dos microrganismos endofiticos, primeiramente foi realizado
a desinfeccdo superficial e retirada de possiveis microrganismos epifiticos das
amostras coletadas, conforme descrito por Pereira et al. (1993). Folhas, frutos e
raizes de E. oleraceae foram lavadas com agua corrente e detergente neutro. Logo
depois, em camara asséptica, foram submetidos a uma sequéncia de desinfec¢éo
com alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% por 2 minutos e
novamente em alcool 70% por 30 segundos para retirada do excesso de hipoclorito.
Apbs este processo, 0 material vegetal foi lavado com agua destilada e transferido
para placas de Petri com papel de filtro umedecido com agua destilada e incubados
em B.0O.D (Lucadema, Séo José do Rio Preto-SP, Brasil) a uma temperatura de 28°C
e observados diariamente até o desenvolvimento de colbnias, este procedimento de

inoculacao inicial foi realizado segundo Araujo et al. (2010) com adaptacdes.
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Uma vez detectado o crescimento de hifas, estas foram transferidas para o
meio solido de Malte 2% e Agar 2% com pH 6, incubadas nas mesmas condicées de
temperatura e fotoperiodo. Este processo foi repetido sucessivamente, até a obtencéo
das colonias isoladas e purificadas (Figura 13). Toda manipulacédo microbiologica do
fungo utilizado foi realizada no interior da capela de Fluxo laminar (Veco, Campinas-
SP, Brasil) com desinfeccdo prévia de toda a parte interna do fluxo com &lcool 70%,

seguido de luz ultravioleta (UV 364 nm) por 15min.

|

- H,0 e detergente neutro; . 4
- Imersgo: | Alcool 70% (1 min) - Placas .de Petri com papt?l de filtro
Hipoclorito 2% (2 min) umedecido com H,0 dest;lada
H,0 destilada (30 seg) - Incubadas em B.0.D, 282C
Euterpe oleracea Esterilizagdo Inocqlagao inicial e
desenvolvimento de col6nias
Repiques

Fragmentos das col6nias,

Preservacao i
n rifi .
Fungos purificados inoculados em novas placas

Figura 13 - Etapas de isolamento, purificacdo e preservacéo dos fungos endofiticos.
Fonte: Adaptado de Chapla. Biasetto e Araujo (2013).

4.1.3.1 Caracterizacao morfolégica

A caracterizacdo morfolégica dos fungos isolados e purificados consistiu ha
observacéo das estruturas macroscopicas do micélio do fungo, como sua coloracao e
também a observacao de estruturas microscopicas, como estruturas de reproducéo e
esporos, e por meio do uso de chaves e manuais de identificagéo, de acordo com o
grupo taxonémico e exame microscoépico, usando microscopia de luz (Olympus BX41-

Micronal). Os fungos foram identificados a nivel de género (STOYKE et al., 1992).
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4.1.3.2 Preservacgdao das colbnias puras dos microorganismos endofiticos

Este procedimento teve como objetivo a preservagao das cultura puras dos
fungos, para repiques posteriores, testes preliminares e cultivos em meio de cultura
sélido para obtencéo do extrato bruto (Figura 9).

Os fungos endofiticos foram cultivados em meio de cultura sdlido batata-
dextrose-agar (BDA) em placas de Petri de 90 x15mm, em triplicata. Para isto, 0 meio
de cultura BDA foi preparado e esterilizado em autoclave por 20min (121°C, 1,5 kPa).
Apos o resfriamento a temperatura ambiente, aproximadamente 25mL do meio de
cultura liquido foram vertidos nas placas, em seguida mantidos em estufa a 32°C
durante 24 horas para a posterior detec¢cdo de eventuais contaminagdes. Apds este
periodo, fragmentos das colbnias isoladas, através do método de estria, foram
inoculados no meio de cultura sélido BDA. Toda manipulacdo envolvendo o
microrganismo foi realizada dentro de cabine de fluxo laminar previamente esterilizada
por luz ultravioleta (UV 364nm) e alcool 70%. As culturas foram acondicionadas para
crescimento em incubadora B.O.D com temperatura de 28°C com fotoperiodo. O
tempo de cultivo variou entre 8 a 12 dias. Logo apds esse periodo, foram utilizadas

para a producédo do extrato bruto.

4.1.4 Identificagado e caracterizagdo molecular

A identificacdo molecular do fungo endofitico selecionado para este estudo, foi
realizada utilizando sequenciamento e andlise de distancia genética baseada em

fragmentos dos genes da beta-tubulina e do fator de elongagéo (TEF).

4.1.4.1 Metodologia utilizada

e Repigue da amostra: A amostra foi repicada em meio de cultura
adequado e incubada a 28°C.

e Extracdo de DNA gendmico: O DNA gendmico da cultura foi purificado
utilizando o protocolo de extracdo de DNA com fenol (AAMIR et al.,
2015).

e Amplificacdo do genes TEF e Beta-tubulina: A amplificagdo dos
marcadores para os genes foi realizada pela metodologia PCR,

utiizando como molde o DNA gendmico extraido. Os primers
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(oligonucleotideos sintéticos) utilizados para a reacdo de PCR foram:
EF1/EF2, complementar a regido TEF.

Sequenciamento: O produto da amplificagéo foi purificado em coluna
(GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare) e
submetido diretamente ao sequenciamento usando o sequenciador
automético ABI 3500XL Series (Applied Biosystems). Os primers
utilizados para o sequenciamento foram: EF1/EF2, 728f[TEFlr e
Bt2a/Bt2b.

Andlise de distancia genética: As sequéncias parciais do genes obtidas
com os primers utilizados foram montadas em um consensus (sequéncia
consenso Unica combinando os diferentes fragmentos obtidos) e
comparadas com as sequéncias de organismos representados nas

bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e do CBS

(http://www.westerdijkinstitute.nl/). Foram entao selecionadas

sequéncias de microrganismos relacionados a amostra desconhecida
para construcdo do dendograma. As sequéncias de DNA foram
alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997)
dentro do BioEdit 7.2.6 (HALL, 1999) e as andlises de distancia genética
foram conduzidas utilizando o programa MEGA verséo 6.0 (TAMURA et
al., 2013). A matriz de distancia foi calculada com o modelo de Kimura
(1980) e a construcdo do dendograma a partir das distancias genéticas
foi feita pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com
valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens,

utilizando o software incluido no programa MEGA 6.0.

4.1.5 Animais experimentais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da

Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), com o numero de protocolo n° 022/2019.

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas para o

atendimento de animais. Os animais utilizados no experimento sdo da espécie Danio

rerio, também conhecido como zebrafish, da linhagem wild, num total de 180 animais.

Em todos os experimentos, foram utilizados animais adultos. Os animais foram
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adquiridos da empresa L.C.S. — Produtor Rural, localizado em Itaguai - RJ, Brasil, sob
o0 protocolo de autorizacdo de uso n° 11533 de 08/03/2021.

Os animais primeiramente foram mantidos em quarentena, na Plataforma
Zebrafish do Laboratdorio de Pesquisas Farmacéuticas da UNIFAP, Macapa, Amapa,
Brasil. O manejo e cuidado com os animais seguiu de acordo com 0 guia para o
cuidado e uso de animais de experimentacao. As condi¢des ambientais da agua foram
avaliadas por 2 meses antes de iniciar o experimento, como descrito por Carvalho et
al. (2018).

A 4gua do tanque mae era constituida por &gua desmineralizada misturada com
agua nao clorada (16:1), com adicao de NaCl a uma condutividade de cerca de 275
MS (132 mg L-1). As concentracdes (em mg L-1) dos ions predominantes na agua do
tanque mae foram de: SO42 - 4.25, Na+ 43.19, NO3-0.09, Mg2+ 0.75, K+ 0.21, ClI-
63.93, Ca2+ 5.31, e HCO3- 19.31, total de ~ 137 mg L-1. Estes parametros da agua,
segundo Nusselin-Volhard e Dahm (2000) sdo ideias para a sobrevivéncia do
zebrafish, pois também evitam o crescimento de bactérias e fungos. Para manutencao
dos animais foi utilizada agua padronizada (ISSO 1996), preparada a partir de agua
desionizada, com a adig&o dos seguintes sais: CaCl2 x 2H20 (117,6 mg/L), MgSO4 x
7H20 (49.3 mg/L), NaHCO3 (25.9 mg/L) e cloreto de potassio (2,3 mg/L) (Sigma
Aldrich). A temperatura da agua era controlada, entre 26 + 10°C.

Os animais eram mantidos sob fotoperiodo de 10h:14h (luz: escuro), e para o
periodo de luz foi utilizado uma fonte de luz artificial (95 - 105 Lux). Quanto a
alimentacao, recebiam racao comercial especifica (Nutricon, Aracoiaba da Serra-SP,
Brasil) duas vezes ao dia.

4.2 METODOS

4.2.1 Obtengao do extrato do micélio do fungo endofitico Neocosmospora
ferrugineum

A producgéo e preparo do extrato fungico seguiu a metodologia adaptada de
Khayat et al. (2019). O material fingico a partir do meio sélido (5 fragmentos circulares
de 0,5cm de diametro) foi transferido para as culturas semissolidas de arroz
preparadas em 5 frascos Erlenmeyer (1 L) contendo H20 destilada (100mL) + arroz
(100q), previamente esterilizados em autoclave do tipo vertical (Araraquara-SP, Brasil)

a temperatura de 121°C por 20min e, mantidos por 30 dias em método de cultivo
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estacionario, em estufa do tipo B.O.D (LUCADEMA, S&o José do Rio Preto-SP, Brasil)
a 27°C.

O extrato foi obtido por maceracéo estatica. Apés o tempo de cultivo foram
adicionados 200mL de diclorometano e metanol em cada frasco, e mantidos em
temperatura ambiente, durante 14 dias, com duas trocas dos solventes. Decorrido o
tempo de maceracao, foi realizado uma filtracdo simples, em funil de vidro com papel
filtro. Os solventes foram removidos por rotaevaporacédo. O extrato bruto foi submetido
ao processo de liofilizacdo, onde obteve-se o extrato bruto total (49,25g) (Figura 14).
Para o estudo, EDMNF foi dissolvido em solucéo salina (NaCl 0,9%) nas dosagens
necesséarias. O extrato diclorometanico/metandlico do micélio do fungo endofitico
Neocosmospora ferrugineum foi identificado com a seguinte sigla: EDMNF.

Meio solido 200 mL
(arroz) CH,CI,/CH,OH
Cultivo e, |

(30 dias, 27°C, ! .
BOD) St

Neocosmospora Macg ragao
ferrugineum gs;a::::)

: fRotaevaporacéo« ' Filtragao

Liofilizacao

Extrato bruto
EDMNF

Figura 14 - Fluxograma da obtencdo do extrato do micélio do fungo endofitico Neocosmospora
ferrugineum
Fonte: A autora (2020).
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4.2.2 Analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS)

A analise quimica do EDMNF foi realizada em cromatografo gasoso (CG,
modelo 7890B, Agilent Technologies, Inc.), acoplado a um espectrébmetro de massa
quadrupolo (EM, modelo 5977A, Agilent Technologies, Inc. MSD), com coluna capilar
DB5-MS 30 m x 250 pm x 1um MDS. Apés a injecdo das amostras no CG, o injetor
operou em modo Split (razdo 10:1), a uma temperatura de 280°C, com uma taxa de
fluxo da coluna de 12mL.min-1, e utilizou-se hélio como gas de arraste. A
programacao da temperatura do CG inicialmente foi de 25°C, seguido de uma
isotérmica por 3 minutos, na sequéncia a temperatura aumentou em 5°C.min-1
(53min) até chegar em 290°C, e manteve-se uma isotérmica por 4min. O tempo total
de analise durante todo o processo foi de 60min para cada amostra. O espectrémetro
de massa foi operado monitorando todos os ions de taxa de massa/carga (m/z) entre
40 e 500. A temperatura da fonte de elétrons para o espectrémetro de massa foi de
290°C, e a temperatura do quadrupolo de 150°C. A identificacdo dos compostos foi
realizada a partir da comparag¢ao com o0s espectros de massa padréo de componentes
da Nist Research Library, considerando valores de similaridade superiores a 80% dos

espectros.

4.2.3 Estudo do EDMNF em zebrafish adulto
4.2.3.1 Ensaio de toxicidade aguda oral e determinacao da DL50

A avaliacdo da toxicidade aguda do EDMNF em zebrafish adulto foi
estabelecida a partir do Teste principal descrito pela Organizagao para a Cooperacao
e Desenvolvimento Econémico (OCDE 425) com adaptacfes e, seguindo a técnica
descrita por Souza et al. (2016), no que se refere ao tempo de observacao, andlise
comportamental e histopatologica. O EDMNF (dissolvido em soluc¢do salina (NaCl
0,9%)) foi administrado via oral pelo método de gavagem em diferentes dosagens
(175, 550 e 2000mg/kg) para cinco animais em cada grupo. Apos administracéo, o0s

animais foram observados por 48h (Figura 15).

56



Figura 15 - Ensaio de toxicidade aguda oral do EDMNF em zebrafish adulto. (A) grupo controle (tratado
com solugédo salina, v.0), (B) grupo tratado com EDMNF 175mg/kg (v.0), (C) grupo tratado com EDMNF
550mg/kg (v.o0) e (D) grupo tratado com EDMNF 2000mg/kg (v.0).

Fonte: A autora (2019).

4.2.3.1.1 Andlise comportamental

As reacdes comportamentais foram avaliadas de acordo com a metodologia
descrita por Souza et al. (2016), sendo classificada em estagios: I: 1) aumento da
atividade de natacdo; 2) presenca de tremores na cauda; Il: 1) natacao circular; 2)
perda de equilibrio; 1ll: 1) perda da motilidade; 2) deposi¢cdo do animal no fundo do
aquario; 3) morte. Os animais foram observados no periodo de 0, 3, 6, 12, 24 e 48

horas ap6s a administracéo via oral do EDMNF.

4.2.3.1.2 Monitoramento da mortalidade

A mortalidade foi monitorada ao longo de 48 horas. Os animais foram
considerados mortos, quando o movimento do opérculo e resposta a estimulos
mecanicos ja ndo puderam ser detectados. Apos o término do experimento, 0s animais
sobreviventes foram submetidos a eutanasia em agua gelada a 5°C, seguindo a
recomendacao da American Veterinary Medical Association (AVMA, Guidelines for the
Euthanasia of Animals: 2013 Edition Members).

4.2.3.1.3 Analise histopatoldgica
4.2.3.1.3.1 Preparo do material

Para a andlise histopatoldgica, o procedimento de preparo de laminas, seguiu
conforme descrito por Souza et al. (2016), para o ensaio de toxicidade aguda e
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do EDMNF, os seguintes 6rgaos foram
analisados: intestino, figado e rins.

Ao final dos respectivos experimentos, 0s animais eram colocados em solugéo

de Bowin por 24h. ApOs esse periodo, os animais foram cortados ao meio, suas
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metades colocadas em cassetes devidamente identificados e descalcificados em
solucdo de EDTA por 48h. Logo, foram submetidos a desidratacdo alcodlica, nas
seguintes proporc¢des: 70, 80, 90 e 100% por 1h cada. Em seguida, passaram pelo
processo de diafanizacdo com xilol e, as amostras foram incluidas em parafina,
cortadas em micrétomo rotativo (marca Rotary Microtome Cut 6062, Slee Medical,
Germany), na espessura de 4 a 6um, dispostos em laminas de vidro, e coradas em
Hematoxilina (hematoxilina de Harris-LABORCLIN) e Eosina (eosina amarelada-
INLAB) (Figura 16).

Figura 16 - Etapas para preparacao das laminas histolégicas dos 6rgdos de zebrafish adulto.
Fonte: A autora (2019).

4.2.3.1.3.2 Avaliacdo das altera¢Bes histopatologicas

As laminas foram analisadas em microscoépio 6ptico (marca Olympus-micronal
BX41) e as alteragdes encontradas foram avaliadas, registradas e fotografadas com
camera MDCE-5C USB 2.0 (digital). Para a analise das altera¢des encontradas foram
considerados os parametros apresentados por Souza et al. (2016), Borges et al.,
(2018) e Carvalho et al. (2018), na qual foram consideradas uma série de alteragbes
histopatoldgicas para intestino, figado e rins, conforme descrito nas tabelas 2, 3 e 4.
Para a avaliacdo das alterac6es foi aplicado o indice de Alteracdo Histopatoldgica
(IAH), utilizado por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994). Este indice baseia-se em
uma lista de lesdes, sendo cada tipo de leséo classificado, conforme a severidade, em
estagios |, Il e lll. Os estagios sdo assim descritos:

e Estagio I: alteragbes que ndo comprometem o funcionamento do tecido;
e Estagio ll: alteracdes mais severas que comprometem o funcionamento
normal do érgao;
e Estagio lll: 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. Entdo:
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a) para o primeiro estagio: 10°
b) para o segundo estagio: 101
C) para o terceiro estagio: 102

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

I= E::El ai +10 E—b.'l. bi + 102 Eij_ ci
N

Onde:

a: primeiro estagio de alteracdes

b: segunda estagio de alteracbes

c: terceiro estagio de alteracbes

na: numero total de alterac6es consideradas como sendo do primeiro estagio

nb: nimero total de alteracGes consideradas como sendo do segundo estagio

nc: numero total de alteragdes consideradas como sendo do terceiro estagio

N: nimero de peixes analisados por tratamento

Esta equacdo foi utilizada para calcular o indice de alteracGes teciduais
observadas no figado, intestino e rins, para o ensaio de toxicidade aguda oral e
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do EDMNF-.

Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) estabeleceram, ainda, as seguintes
relacdes entre os valores e os efeitos nas branquias, conforme tabela abaixo. Neste
trabalho essas relacdes foram extrapoladas para o figado, intestino e rins, conforme

descrito por Souza et al. (2016).

Tabela 2 — Valores de referéncia do indice de alteracao histopatoldgica

Valores Efeitos

0-10 Orgéo funcionalmente normal

11-20 Orgdo com alteracdes de leves a
moderadas

21-50 Orgdo com  alteragdes de
moderadas a graves

>100 Org&o com danos irreversiveis

Fonte: Souza et al. (2016).
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Alteracdes histopatologicas consideradas para analise do intestino de zebrafish
adulto no ensaio de toxicidade aguda e avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do

EDMNF. O estagio considerado para cada alteracdo esta indicado na segunda coluna.

Tabela 3 - Alteracdes histopatolégicas consideradas para analise do intestino de
zebrafish adulto no ensaio de toxicidade aguda e avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria do EDMNF

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS - INTESTINO ESTAGIO

Dilatacédo dos vasos presentes nas vilosidades I
Desprendimento do revestimento epitelial do 4pice das vilosidades I
intestinais

Atrofia dos vilos I
Hipertrofia das células epiteliais I
Hiperplasia de células caliciformes I
Degeneragdo da camada muscular I
Infiltrac&o linfocitica estromal I
Reducao na espessura da lamina prépria I
Vacuolizagéo de enterdcitos I
Infiltracdo de leucdécitos I
Edema Il
Encurtamento da lamina prépria |
Degeneracéo celular |
Presenca de parasitas I
Destacamento da lamina prépria I
Deslocamento da lamina prépria Il
Descamacéo da mucosa intestinal Il
Fuséao parcial ou completa de vilosidades Il
Hemorragia na lamina prépria Il
Degeneragéo vilosa Il

Necrose I

Fonte: Baseado em Carvalho et al. (2018)
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Alteracdes histopatoldgicas consideradas para analise do figado de zebrafish

adulto no ensaio de toxicidade aguda e avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do

EDMNF. O estagio considerado para cada alteracao esta indicado na segunda coluna.

Tabela 4 - Alteracdes histopatoldgicas consideradas para analise do figado de
zebrafish adulto no ensaio de toxicidade aguda e avaliacdo da atividade anti-

inflamatoria do EDMNF

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS - FIGADO

ESTAGIO

a) Alteragfes nos hepatdcitos

Desarranjo dos corddes hepaticos

Perda ou atipia do contorno nuclear

Aumento no volume celular

Aumento no volume nuclear

Atrofia nuclear

Intensa vacuolizag&o citoplasmatica
Vacuolizagéo nuclear

Diminuicdo na frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos
Degeneracéo citoplasmatica

Degeneracgéo nuclear

Rompimento celular

Diminuicao do glicogénio

Estagnacdo biliar

b) Alteracdes nos vasos sanguineos

Aumento na frequéncia relativa de vasos sanguineos
Aumento no volume relativo de vasos sanguineos
Hiperemia

Ruptura dos vasos

c) Alteracdes nos canaliculos biliares
Degeneracgédo dos canaliculos biliares

d) Estégio terminal

Necrose (focal ou total

Fonte: Baseado em Rigolin-S& (1998).

Alteracdes histopatolégicas consideradas para analise dos rins de zebrafish

adulto no ensaio de toxicidade aguda oral e avaliagdo da atividade anti-inflamatoria
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do EDMNF. O estagio considerado para cada alteracdo esta indicado na segunda

coluna.

Tabela 5 - Alterac@es histopatologicas consideradas para analise dos rins de zebrafish
adulto no ensaio de toxicidade aguda oral e avaliagdo da atividade anti-inflamatoria
do EDMNF

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS - RINS ESTAGIO

a) Alteragdes no tecido linfoide

Perda de contorno celular ou contorno celular atipico

b) Alteracdes nos glomérulos e tabulos renais

Degeneracéo hialina tubular leve I
Degeneracgéao hialina tubular severa I
Hipertrofia das células tubulares I
Desorganizacéo tubular I
Desorganizagdo glomerular I
Degeneracéo tubular Il
Degeneragédo glomerular Il
Aumento no espaco da capsula de Bowman [
Diminuicdo do espaco da capsula de Bowman I
Dilatacdo de capilares glomerulares [
Degeneracéo citoplasmética de células tubulares Il
Degeneracgédo nuclear de células tubulares Il
Presenca de tubulos regenerados ou “novos” néfrons I
Obstrucao tubular I
Aumento no limen tubular I
Presenca de tecido linfoide na capsula de Bowman Il
Diminuigdo da frequéncia relativa de glomérulos | I
c) Alteracdes no vasos sanguineos

Dilatacdo de vasos sanguineos Il I
Hiperemia Il Il
Ruptura de vasos sanguineos I Il
d) Estagio terminal

Necrose 11|

Fonte: Baseado em Rigolin-S& (1998) e em alteragdes descritas por Takashima e Hibiya (1995)
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4.2.3.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do EDMNF no teste de edema
abdominal induzido por diferentes agentes inflamatorios

Para avaliar o potencial anti-inflamatério do EDMNF, foi utilizado o teste de
edema abdominal induzido por diferentes agentes inflamatérios: carragenina,
dextrana, histamina e prostaglandina E2 (PGE2) em zebrafish (Danio rerio) adulto,
baseado nas metodologias descritas por Carvalho et al. (1998,1999, 2018) e Borges
et al. (2018).

4.2.3.2.1 Teste de edema abdominal induzido por carragenina

A avaliagdo do efeito anti-inflamatério do EDMNF, em edema abdominal
induzido por carragenina (iota tipo Il, Lote 65H1096, Sigma Co, Séo Paulo, Brasil),
seguiu a metodologia descrita por Borges et al. (2018). Os animais foram selecionados
de forma aleatoria, divididos em nove grupos (n=12/grupo). Os ensaios foram
realizados em triplicata. As doses do EDMNF foram determinadas a partir do ensaio
de toxicidade aguda oral e, os grupos foram tratados da seguinte forma:

. Controle PBS - animais tratados com solugao salina via oral (2ul) e PBS
(substancia usada para solubilizar carragenina) (20uL) via
intraperitoneal;

. Grupo controle negativo (Cg) - animais tratados com solucédo salina via
oral (2 ul), e carragenina (400ug, 20uL) via intraperitoneal;

. Grupo controle Veiculo (Vh) - animais tratados com veiculos da
Indometacina (Tween+DMSO+agua destilada, 2ul) via oral e
carragenina (400ug, 20 uL) via intraperitoneal; H20;

. Grupo controle positivo (Ind) - animais tratados com Indometacina (10
mg/kg, Sigma Co. S&o Paulo, Brasil) via oral e carragenina (400ug,
20pL) via intraperitoneal;

. Grupo tratamento EDMNF 10mg/kg - animais tratados com EDMNF 10
mg/kg via oral e carragenina (400ug, 20yuL) via intraperitoneal;

. Grupo tratamento EDMNF 100mg/kg - animais tratados com EDMNF
100 mg/kg via oral e carragenina (400ug, 20uL) via intraperitoneal;

. Grupo tratamento EDMNF 500mg/kg - animais tratados com EDMNF
500 mg/kg via oral e carragenina (400ug, 20uL) via intraperitoneal;
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. Grupo tratamento EDMNF 1000mg/kg - animais tratados com EDMNF
1000 mg/kg via oral e carragenina (400 ug, 20uL) via intraperitoneal;

. Grupo tratamento EDMNF 2000 mg/kg - animais tratados com EDMNF
2000 mg/kg via oral e carragenina (400 ug, 20uL) via intraperitoneal.

Apéds a pesagem inicial dos animais (utilizada para calcular o volume a ser
administrado de acordo com o peso e analise do edema), cada grupo recebeu o
tratamento correspondente via oral. Decorrido o intervalo de 1h, foi realizada a
inducdo de edema abdominal com carragenina, de acordo com metodologia descrita
por Borges et al. (2018) e Carvalho et al. (2018). Os animais foram anestesiados
individualmente em agua (8-10°C), e a carragenina (400ug), solubilizada em PBS, foi
injetada intraperitonealmente num volume de 20uL. A pesagem final foi realizada 5h

apos a injecdo de carragenina (i.p.) (BORGES et al., 2018) (Figura 17).

Pesagem Tratamento Injecéo Pesagem
Inicial V.0 i.p Final
oh 1h 5h
= L P '
) = :
Jagpsot o R Yy Yy
Solugao salina - Carragenina (400 pg, 20 pL)
Veiculos (Tween+DMSO+H,0 - PBS (20 L)

destilada)
Indometacina (10 mg/kg)
EDMMA (10-2000 mg/kg)

Figura 17 - Esquema da metodologia do teste de edema abdominal induzido por carragenina
Fonte: A autora (2022).

4.2.3.2.2 Determinac¢éo da dose efetiva 50 (DEso) do EDMNF

A determinagao da DEso foi baseada no ensaio de edema abdominal induzido
por carragenina, com objetivo de determinar uma dose eficaz a ser utilizada nos
ensaios de edema abdominal induzidos por dextrana, histamina e prostaglandina E2.
Zebrafish adultos (n = 12/grupo) foram tratados por via oral com o EDMNF, nas

seguintes doses: 10, 100, 500, 1000 e 2000mg/kg, 1h antes da aplicacdo do estimulo
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inflamatorio (Carragenina 400ug, 20uL, i.p). A DEso do EDMNF foi determinada em
80mg/kg, a partir da curva de porcentagem de inibicdo do edema, em funcédo do log
das doses, utilizando a andlise de probitos, conforme descrito por Carvalho et al.
(1999).

4.2.3.2.3 Teste de edema abdominal induzido por dextrana, histamina e
prostaglandina E2

A avaliacdo do efeito anti-inflamatério do EDMNF, em edema abdominal
induzido por dextrana (Lote 116H0280, Sigma Co, Sao Paulo, Brasil), histamina (Lote
127H1167, Sigma Co, Sao Paulo, Brasil) e prostaglandina E2 (PGE-2) (Lote 10K3860,
Sigma Co, S&o Paulo, Brasil), seguiu a metodologia adaptada de Carvalho et al.
(1998,1999). Os animais foram selecionados de forma aleatéria e divididos em quatro
grupos (n = 9/grupo). Os tratamentos foram realizados em triplicata. Para esta série

experimental foi utilizada a DE5S0 e, os grupos foram tratados da seguinte forma:

Dextrana

. Controle Solucao salina (SS) - animais tratados com solucédo salina via
oral (2ul) e S. salina (20uL) via intraperitoneal;

. Controle negativo (Dex) - animais tratados com solucdo salina via oral
(2 ul) e dextrana (100ug, 20uL) via intraperitoneal,;

. Controle positivo (Cp) - animais tratados com Ciproeptadina (10mg/kg,
Sigma Co. S&o Paulo, Brasil) via oral e dextrana (100ug, 20uL) via
intraperitoneal;

. Grupo tratamento EDMNF - animais tratados com EDMNF 80mg/kg via

oral e dextrana (100ug, 20uL) via intraperitoneal.

Apos a pesagem inicial dos animais (utilizada para calcular o volume a ser
administrado de acordo com o0 peso e analise do edema) cada grupo recebeu o
tratamento correspondente via oral. Decorrido o intervalo de 1h, foi realizada a
inducéo de edema abdominal com dextrana, de acordo com metodologia descrita por
Borges et al. (2018) e Carvalho et al. (2018). Os animais foram anestesiados
individualmente em agua (8-10°C), e dextrana (100ug) solubilizada em solucéo salina,

foi injetada intraperitonealmente num volume de 20uL. A pesagem final foi realizada
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1h e 30min apos injecdo de dextrana (i.p.) (CARVALHO et al., 1998, 1999) (Figura
18).

Pesagem Tratamento Injecao Pesagem
Inicial V.0 i.p Final
oOh 1h 1h30m

i 3y < B

= . ————
—= —
Solugao salina - Dextrana (100 pg, 20 pL)
Ciproeptadina (10 mg/kg) - Solugdo salina (20 pL)

EDMMA (80 mgrkg)

Figura 18 - Esquema da metodologia do teste de edema abdominal induzido por dextrana
Fonte: A autora (2022).

Histamina

« Controle Solucéo salina (SS) - animais tratados com solucao salina via
oral (2ul) e S. salina (20uL) via intraperitoneal,

» Controle negativo (Hist) - animais tratados com solucéao salina via oral
(2ul), e histamina (50ug, 20uL) via intraperitoneal;

» Controle positivo (Cp) - animais tratados com Ciproeptadina (10mg/kg,
Sigma Co. S&o Paulo, Brasil) via oral e histamina (50ug, 20uL) via
intraperitoneal,

* Grupo tratamento EDMNF - animais tratados com EDMNF 80mg/kg e
histamina (50ug, 20uL) via intraperitoneal.

ApGs a pesagem inicial dos animais (utilizada para calcular o volume a ser
administrado de acordo com o peso e analise do edema), cada grupo recebeu o
tratamento correspondente via oral. Decorrido o intervalo de 1h, foi realizada a
inducao de edema abdominal com histamina, de acordo com metodologia descrita por
Borges et al. (2018) e Carvalho et al. (2018). Os animais foram anestesiados
individualmente em agua (8-10°C), e histamina (50ug), solubilizada em solucéo salina,
foi injetada intraperitonealmente num volume de 20uL. A pesagem final foi realizada
1h apos injecao de histamina (i.p.) (CARVALHO et al., 1998, 1999) (Figura 19).
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Pesagem Tratamento Injecao Pesagem

Inicial V.0 i.p Final
Oh 1h 1h
= b ==
R 'Y ——
Solugao salina - Histamina (50 pg, 20 pL)
Ciproeptadina (10 mg/kg) - Solugdo salina (20 pL)

EDMMA (80 mg/kg)

Figura 19 - Esquema da metodologia do teste de edema abdominal induzido por histamina
Fonte: A autora (2022).

Prostaglandina E2

» Controle Solucéo salina (SS) - animais tratados com solucao salina via
oral (2ul) e S. salina (20uL) via intraperitoneal,

» Controle negativo (PGE2) - animais tratados com solugéo salina via oral
(2ul) e prostaglandina E2 (50ug, 20uL) via intraperitoneal;

» Controle positivo (Ind) - animais tratados com Indometacina (10mg/kg,
Sigma Co. Sao Paulo, Brasil) via oral e prostaglandina E2 (50ug, 20uL)
via intraperitoneal;

* Grupo tratamento EDMNF - animais tratados com EDMNF 80 mg/kg e
prostaglandina E2 (50ug, 20uL) via intraperitoneal.

Apéds a pesagem inicial dos animais (utilizada para calcular o volume a ser
administrado de acordo com o peso e analise do edema), cada grupo recebeu o
tratamento correspondente via oral. Decorrido o intervalo de 1h, foi realizada a
inducdo de edema abdominal com prostaglandina E2, de acordo com metodologia
descrita por Borges et al. (2018) e Carvalho et al. (2018). Os animais foram
anestesiados individualmente em &gua (8-10°C), e prostaglandina E2 (50ug),
solubilizada em solucéo salina, foi injetada intraperitonealmente num volume de 20pL.
A pesagem final foi realizada 1h apds injecao de prostaglandina E2 (i.p.) (CARVALHO
et al., 1998, 1999) (Figura 20).
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Pesagem Tratamento Injecao Pesagem

Inicial V.0 i.p Final
Oh 1h 1h
- > b = - ] -
/] ==
SE= ey Y phemes
Solugao salina - PGE; (50 pg, 20 pL)
Indometacina (10 mg/kg) - Solugao salina (20 pL)

EDMMA (80 mg/kg)

Figura 20 - Esquema da metodologia do teste de edema abdominal induzido por PGE2
Fonte: A autora (2022).

4.2.3.2.4 Andlise de edema abdominal e avaliacao do efeito inibitorio

Para a andlise do edema abdominal, 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
(PF= peso corporal final), conforme descrito por Borges et al. (2018) e Carvalho et al.
(2018).

O desenho experimental e a execuc¢do da analise do edema abdominal foram
otimizados para minimizar o nimero amostral e o sofrimento dos animais utilizados.
Buscou-se a otimizagdo da técnica, a partir de Carvalho et al. (1998, 1999) e Borges
et al. (2018), quando se determinou a pesagem final, no pico maximo do edema, para
cada estimulo inflamatério utilizado: 5h ap6s a injecédo de carragenina (i.p.) (BORGES
et al., 2018), 1h e 30min apds injecao de dextrana (i.p.) e 1h apds injecdo de histamina
e/ou prostaglandina E2 (i.p.) (Carvalho et al., 1998, 1999).

A avaliacdo do efeito inibitério, para todos os ensaios, foi realizada a partir da
diferenga do peso corporal (# PC) de cada animal, onde # PC= PF - PI, sendo utilizada
para o célculo do percentual de inibicdo da inflamacé&o (% Il) que foi calculado, de

acordo com:

68



% Il = 100% - Média (tratamento EDMMA) x 100%
Média (controle negativo (Cg)).

4.2.3.2.5 Andlise comportamental

Em cada experimento, apés a inducdo do edema abdominal por diferentes
agentes inflamatorios, foi realizada a analise comportamental em estagios, de acordo
com os parametros descritos por Souza et al., (2016), sendo classificada em estagios:
I: 1) aumento da atividade de natagéo; 2) presenca de tremores na cauda; II: 1)
natacdo circular; 2) perda de equilibrio; Ill: 1) perda da motilidade; 2) deposicédo do
animal no fundo do aquario; 3) morte.

Quanto ao tempo de analise, no teste de edema abdominal induzido por
carragenina, o comportamento dos animais foi avaliado a cada uma hora, ao longo de
1-5 h apéds a injecao (i.p) de carragenina, conforme descrito por Borges et al. (2018).
Para os testes de edema abdominal induzido por dextrana, histamina e prostaglandina
E2, o tempo de andlise comportamental foi estabelecido da seguinte forma: a cada
30min, ao longo 1h-30min, apos a injecédo (i.p) de dextrana; e também a cada 30min,

ao longo de 1h, ap6s a injecéo (i.p) de histamina e/ou prostaglandina (Tabela 5).

Tabela 5 — Metodologia do tempo de andlise comportamental, apds a inducédo do
edema abdominal por diferentes agentes inflamatorios

CARRAGENINA  DEXTRANA HISTAMINA PGE,
Intervalo 1h 30min 30min 30min
Periodo 1-5h 1h30m 1h 1h

Fonte: A autora (2022).

Ao final do experimento, ap0s analise comportamental e pesagem final, logo
em seguida, foi realizada a eutanasia e imediatamente armazenados em solucéo de

Bowin por 24h para as analises histopatoldgicas.
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4.2.3.2.6 Analise histopatologica

A andlise histopatoldgica da avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do EDMNF
em edema abdominal induzido por diferentes agentes inflamatorios, seguiu a

metodologia descrita no item 4.2.3.1.3.

4.2.3.2.7 Andlise estatistica

A dose efetiva 50 (DE50) foi calculada a partir da analise de probitos, utilizando
software GraphPad Prism versdo 6.0. Para analise dos dados histopatol6gicos
aplicou-se ANOVA (one-way) seguida do teste de Tukey-Kramer para comparacao
dos grupos testes e controle. Os dados foram expressos como média + desvio padrédo
meédio. Resultados com p < 0.05, foram considerados estatisticamente significativos,
utilizando o software GraphPad Prism versdo 6.0. Para a analise dos resultados da
atividade anti-inflamatdria, utilizou-se o software GraphPad Prism verséo 5.0, aplicou-
se ANOVA (one-way) seguido do teste de Tukey-Kramer, para compara¢des entre 0s
grupos testados e o controle. Resultados com p < 0,05 e p < 0,01 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados foram expressos com média + o0 erro padréo
médio.
4.2.3.2.8 Docking molecular em alvos bioldgicos relacionados ao processo
inflamatorio

Para a realizacdo do estudo de docking molecular, as estruturas 3D dos alvos
estudados foram obtidas a partir do Protein Data Bank, juntamente com as
informacBes de cristalografia, a Ciclooxigenase-1 (COX-1, PDB ID: 3N8X, com
resolucdo de 2,75 A) complexada com um farmaco inibidor, a nimesulida; e a
Ciclooxigenase-2 (COX-2, PDB ID: 5IKQ, com resolucgéo de 2,41 A) complexado com
o acido meclofenamico (ORLANDO; MALKOWSKI, 2016; SIDHU et al., 2010).

O programa utilizado na realizacdo da ancoragem, foi software GOLD
(Otimizacdo genética para acoplamento de ligantes), o qual utiliza um algoritmo
genético para obter experimentos de acoplamento entre determinados ligantes em
sitios de ligagéo de proteinas, afim de obter os melhores modos de interacdo entre os
compostos estudados submetidos nos alvos terapéuticos (CHANDAK et al., 2014).
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Para realizacdo do acoplamento molecular, &omos de hidrogénios foram
adicionados e a moléculas de agua removidas das enzimas. Cada estrutura
complexada foi extraida, antes da realiza¢do da simulacdo de Docking, para se obter
os dados de validacédo de cada alvo. Na validacéo, foram calculados os valores de
desvio quadratico médio (RMSD), que é o resultado obtido da comparacao entre o
experimental e a melhor posi¢do que o ligante produziu no determinado encaixe.
Posteriormente, para calcular o docking da estrutura submetida aos alvos, foram
utilizadas as seguintes coordenadas obtidas na validagdo: COX-1: x = -20,85; y =
-50,42 e z = 1,75; COX-2: x = 22,65; y = 51,66 e z = 17,70. Os amino&cidos que
compde os sitios de interacdo de cada alvo foram: COX-1: Arg120, Tyr355, 11e523 e
Ser530; COX-2: Tyr385 e Ser530 (BORGES et al., 2018).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO FUNGO ENDOFITICO

O fungo endofitico utilizado para este estudo, isolado dos frutos de E. oleraceae
foi identificado como Neocosmospora ferrugineum (Sand.-Den. & Crous) O’Donnell,
Geiser, Kasson & T. Aoki 2020.

5.1.1 Caracterizacdo morfoldgica

A Figura 21 apresenta a caracterizacdo morfolégica do fungo endofitico

Neocosmospora ferrugineum.

(A) (B)

Figura 21 - Macromorfologia do fungo endofitico Neocosmospora ferrugineum isolado da Euterpe
Oleracea Mart. (A) e aspecto microscépico do Neocosmospora ferrugineum. (B), indicando as seguintes
caracteristicas: conidios (CD) agrupados unicelulares, conidiéforo (CDF) alongado perpendicular as
hifas.

Fonte: A autora (2021)

5.1.2 Caracterizagcdo molecular

. A amostra do fungo endofitico, foi identificado como CPQBA 2615-22-DRM
01, apresentou crescimento satisfatorio, sem evidéncia de contaminagéo. Fragmentos
dos genes TEF e beta tubulina foram amplificados e sequenciados a partir do DNA

genbmico extraido da amostra. O dendograma de distancia genética construido a
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partir das sequéncias recuperadas das bases de dados e da amostra esta
apresentado na figura 22

% CPQBA 2615-22- DRM 01
# | | Neocosmospora ferrugineum CBS 1090287 (DQ246978)
& [_[ Neocosmospora macrospora CBS 1424247 (LT746218)
Neocosmospora spathulata CBS 1454747 (DQ246882)
" DINeocosmospom epipeda CBS 1465237 (MW834285)
%2 | Neocosmospora catenata CBS 1432297 (KC808214)
| Neocosmospora cyanescens CBS 518.82" (LR583605)
L—Neocosmospora lerouxii CBS 1465147 (MW248768)
Neocosmospora petroliphila CBS 203.32 (DQ246835)
Neocosmospora hypothenemi CBS 1454647 (JF740850)
8 L Neocosmospora perseae CBS 1441427 (LT991902)
| e Neocosmospora bostrycoides CBS 144257 (LR583587)
Neocosmospora gamtoosensis CBS 1485027 (MW248762)
Geejayessia cicatricum CBS 125552 (HM626644)

41

&

p————
0.02

Figura 22 - Dendograma baseado em distancia genética utilizando o método Neighbor-Joining,
demonstrando a relagéo entra a sequéncia parcial da regido TEF da amostra CPQBA 2615-22-DRM
01 e sequéncias de linhagens de microorganismos relacionados presentes nas bases de dados
Mycobank (CBS-Knaw, atual Westerdijk Fungal Biodiversity Institute) e Genbank

Fonte: CPQBA — Unicamp (2022).

A sequéncia da regido do gene TEF (EF1/EF2) da amostra CPQBA 2615-22-
DRM 01 apresentou 100% de similaridade com sequencias da mesma regido do
operon ribossomal da espécie Neocosmospora ferrugineum, depositados no banco de
dados GenBank e do CBS-Knaw (atual Westerdijk Fungal Biodiversity Institute).

A analise de distancia genética (figura 22) recuperou a amostra CPQBA 2615-
22-DRM 01 em um grupamento com uma resolucéo de 90% com a linhagem tipo CBS
109028, para a espécie Neocosmospora ferrugineum. Assim, os resultados das
analises realizadas nas bases de dados e da filogenia sugerem a identificacdo final
da amostra CPQBA 2615-22-DRM 01 como Neocosmospora ferrugineum (Sand.-Den.
& Crous) O’Donnell, Geiser, Kasson & T. Aoki 2020.

O fungo Neocosmospora ferrugineum foi identificado recentemente a nivel de
espécie (O'DONNELL; GEISER; KASSON; T. AOKI 2020). As espécies que
compdem o género Neocosmospora quando isolados como enddfitos ou patogénicas
em vegetais, sdo identificadas de acordo com seu hospedeiro. O género
Neocosmospora € um grande complexo, que engloba aproximadamente 68 espécies
(SANDOVAL-DENIS; LOMBARD; CROUS, 2019).
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Linhagens do género Neocosmospora foram isolados como endofitos em
diversos vegetais (BlZ, 2014; BEZERRA, 2016; SILVA, 2020). Segundo Sandoval-
Denis, Lombard e Crous (2019) espécies de Neocosmospora sdo conhecidos como
produtores de compostos naturais bioativos, que exibem atividade antibacteriana
(BACON et al., 1996; MERLIN et al., 2013); atividade citotoxica, com 0s agentes
imunossupressores cyclosporine A e C, e naphthoquinones (NAKAJIMA et al., 1989;
SUGIURA et al., 1999; LEE et al., 2014; TAKEMOTO et al., 2014; RATHNA et al.,
2016; CHOWDHURY et al., 2017); atividade enzimética, onde diversas enzimas séo
aplicadas em varios seguimentos industriais, incluindo as enzimas: chitosanases (LIU;
BAO, 2009), cutinases (MANNESSE, 1997; LONGHI et al., 2005), hidrolases
(JALLOULI et al., 2015), laccases (WU; NIAN, 2014) e lyases (LONGHI et al., 2005);
e também compostos utilizados para a biosintese de nanoparticulas (FATHIMA,
BALAKRISHNAN 2014).

5.2 ANALISE

5.2.1 Analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS) do EDMNF

De acordo com Pal, Shaik e Begum (2020), os bioativos de origem endofitica,
compde uma area da pesquisa recentemente explorada que ganhou reconhecimento
nas ultimas duas décadas. Estes organismos s&do de grande importancia
biotecnolégica, destacando-se, como eficientes produtores de metabdlitos
secundarios bioativos, tornaram-se uma potencial fonte de novos produtos naturais
para exploracdo na medicina, agricultura e industria. Pesquisas recentes na literatura
mostram inUmeros compostos farmacologicamente ativos de enddfitos flngicos de
plantas medicinais, especialmente compostos com atividade anti-inflamatéria
(ZHANG et al., 2018; KHAYAT et al., 2019; CHEN et al., 2020; PAL; SHAIK, BEGUM,
2020).

Dado o interesse na busca por novas terapias anti-inflamatorias e a diversidade
estrutural e farmacolégica dos compostos de origem endofitica, o presente estudo se
propOs avaliar a agdo anti-inflamatoéria do extrato diclorometanico/metandlico de
Neocosmospora ferrugineum (EDMNF), fungo endofitico isolado dos frutos de E.

oleracea. O fungo endofitico Neocosmospora ferrugineum foi cultivado em meio de
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arroz e, o extrato diclorometanico/metandlico do micélio foi submetido a analise GC-
MS.

A analise exploratéria qualitativa do EDMNF evidenciou a presenca de
diferentes compostos no cromatograma, que foram relacionados a Nist Research
Library (NIST), com valores de similaridade superiores a 80% dos espectros. Os
compostos identificados no EDMNF estao descritos na tabela 6.
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Tabela 6 — Resultado da anélise qualitativa. Compostos identificados por GC-MS no EDMNF.

Nome do composto Similaridade (%) tR Massa Formula Formula estrutural
Banco de dados médio molar molecular
NIST (Min) (M/z)
Lactona desidromeval6nica > 80% 27,2 112.05 CsHsO2 o
\
@]
Acido benzoico, 3-metil-, éster de < 80% 28,6 150.06 CoH1002
metila o
Acido hexacanocanoico, éster de < 80% 46 270.25 C17H3402 /°Y\/\/\/\/\/\/\/
metila :
n-Acido hexacanoico < 80% 46,8 386.30  C21H4602Si2 /\/\/\/\/\/\/\)‘\ Y
o A\
11-Dodecen-1-ol trifluoroacetato < 80% 50,1 280.16 C14H23F302 i




Campesterol <80% 54,3 400.37 Ca2sHas0
Estigmasterol < 80% 56,6 412.37 C29H480

Vitamina E < 80% 57,5 430.38 C29Hs002 w L
(22S) -21-acetoxy-6alpha,llbeta- < 80% 58,4 488.24 C27H360s

dihydroxy-16alpha,

17alpha-
propylmethylenedioxypregna-1,
4-diene-3,20-dione

Legenda: tR - tempo de retencdo dos compostos. ldentificacdo com base em similaridade da biblioteca NIST. Fonte: A autora (2021)
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A analise dos picos proeminentes do resultado de GC-MS mostrou que nove
compostos foram detectados a partir do EDMNF (Tabela 6). Embora tenham sido
detectados, este estudo se concentrou apenas nagueles com alta similaridade no
banco de dados NIST (> 80 %), uma vez que nenhum padrdo quimico foi utilizado
para verificar a identidade dos compostos, sobretudo aqueles com baixos indices de
similaridade (< 80 %) (MALONZO et al., 2018).

Levando em consideracdo similaridade superior a 80% dos espectros
experimentais em relacdo a NIST, o composto identificado como Lactona
desidromevalbnica (93,3%), foi o Unico com o percentual de similaridade acima de
80%, (Figura 23 e Tabela 7). Os outros compostos identificados apresentaram
similaridade abaixo de 80%, quando comparados aos dados da Nist Research Library
(Tabela 7).
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Figura 23 - Cromatograma obtido por GC-MS do EDMNF, mostrando o constituinte identificado como
Lactona desidromevalbnica, com 93,3% similaridade, quando comparado aos dados da Nist Research
Library. (x=tempo e eixo Y = abundancia)

Fonte: A autora (2022).

Tabela 7 — Resultado da andlise qualitativa do EDMNF, mostrando o constituinte
identificado como Lactona desidromevalbnica, conforme detectado por GC-MS e
comparado com a biblioteca NIST

Pico tR Similaridade Massa Formula Nome do composto
médio (%) no banco molar molecular
(Min) de dados NIST (M/z
(Fig. 1) 27,2 93,3% 112.05 CsHsO2 Lactona

desidromevalbnica

Legenda: tR: tempo de reten¢do. Fonte: A autora (2021).
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O composto com similaridade > 80 % identificado no EDMNF, a Lactona
desidromevaldnica foi relatado por Krings et al. (2006), isolado a partir dos extratos
Soxhlet de cacau em pd, como um composto volatil, conhecido por transmitir
fragrancia. Lactona desidromevalbnica ja foi caracterizada na literatura e, identificada
em extratos vegetais, que apresentaram atividade antioxidante (BERWAL et al., 2021,
OKOKON et al., 2013), em fungos multicelulares (HUANG et al., 2019; KUMLA et al.,
2017; MALONZO et al., 2018; VIDYALAKSHMI et al., 2009), e em fungos endofiticos
(ANISHA; RADHAKRISHNAN, 2017; YING et al., 2014).

Estudos mostram duas lactonas isoladas de fungos endofiticos com atividade
anti-inflamatéria. Lasiodiplactone A, lactona obtida a partir do fungo endofitico de
mangue, Lasiodiplodia theobromae, demostrou atividade anti-inflamatoria inibindo a
producdo de oxido nitrico (NO) em linhagens celulares RAW 264,7 estimuladas por
LPS, com valor de IC50 de 23,5uM (CHEN et al., 2017). Phomol, o primeiro metabdlito
de origem endofitica com atividade anti-inflamatoria, foi isolada de Phomopsis sp., um
fungo endofitico da planta medicinal Erythrina crista-galli. Esta lactona mostrou
atividade anti-inflamatoéria no ensaio de edema de orelha em ratos com inibicdo de
53,20% (WEBER et al., 2004).

5.3 ESTUDO DO EDMNF EM ZEBRAFISH ADULTO

5.3.1 Avaliacdo datoxicidade aguda oral e determinagéo da DL50

A toxicidade aguda refere-se aos efeitos adversos que ocorrem apds a
administrac@o oral de uma Unica dose de uma substancia ou de mdltiplas doses
administradas em 24 horas (OECD 425). Determinar a toxicidade do composto testado
€ uma etapa crucial nos estudos, uma vez que sera a base para o0s ensaios biolégicos.
Neste ensaio de toxicidade aguda, foi proposto a determinagdo da DL50, que
tradicionalmente € um dos parametros para avaliacdo da toxicidade aguda e, também
se avaliou as alteragcbes comportamentais e histopatologicas ocasionadas apés a
administracdo do EDMNF.

Como modelo toxicoldgico, tanto o zebrafish adulto quanto seus embrides e
larvas, sdo cada vez mais utilizados para a triagem de toxicidade no desenvolvimento
de drogas e produtos (CASSAR et al., 2020). Souza et al. (2016), Carvalho et al.
(2018), Borges et al. (2018); Ferreira et al. (2019) e Quitian-Useche et al. (2021)
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demonstraram que o zebrafish adulto € um modelo ideal para avaliar toxicidade
aguda, assim como, o tratamento via oral (método gavagem), € um método eficiente
para avaliar o potencial toxico de substancias naturais ou quimicas (QUITIAN-
USECHE et al., 2021).

Segundo OECD 425, nas situacdes em que h& pouca ou nenhuma informacéo
sobre a toxicidade da substancia a ser testada, ou uma estimativa preliminar da DL50
OuU nas quais se espera que o material de teste seja toxico, o teste principal deve ser
realizado, a dosagem deve ser iniciada com 175mg/kg. Conforme descrito, as doses
selecionadas para o ensaio de toxicidade aguda seguiram de acordo com a OECD
425: 175mg/kg, 550mg/kg e a dose maxima 2000mg/kg.

Os animais foram observados cuidadosamente por um periodo de 3-6h quanto
a manifestacdo de algum sinal de toxicidade ou morte. Em seguida, foram observados
apos 24 e 48 horas, conforme descrito por Souza et. al. (2016). O teste é encerrado
quando um dos critérios de parada € atendido primeiro (OECD 425). No caso deste
estudo, o primeiro critério de parada foi atendido, ou seja, 3 animais consecutivos
sobreviveram no limite superior (dose 2000mg/kg), ao longo do experimento e apos
48h de observagéo.

Com base nos resultados, o tratamento por via oral com EDMNF nas doses de
175, 550 e 2000mg/kg, ndo apresentou toxicidade aguda em zebrafish adultos. Todos
0sS animais sobreviveram, inclusive na dose maxima, entdo, determinou- se que a
DL50 esta acima da dose de 2000mg/kg. De acordo com a OECD 425 o EDMNF pode
se classificado na categoria 5 (> 2000-5000mg/kg), que se destina a identificacao de
substancias que apresentam um perigo de toxicidade aguda relativamente baixa, mas
gue, em certas circunstancias, podem representar um perigo para populacbes
vulneraveis.

Abutaha et al., (2015) determinaram a toxicidade aguda do extrato bruto do
enddfito fungico Cochliobolus spicifer, isolado de tamareira, em embrides de zebrafish,
os resultados demonstraram que o extrato fungico n&o induziu nenhum sinal de
toxicidade nos embrides.

Baskar et al., (2020) realizaram ensaio de toxicidade aguda em embrides de
zebrafish, tratados com extrato de acetato de etila de micélio de A. tamarii, fungo

endofitico isolado de Opuntia ficus-indica. Os embrides apresentaram reducao
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significativa no comprimento corporal e na contagem dos batimentos cardiacos,
guando comparados ao grupo controle.

Onah et al.,, (2020) consideram que a determinacdo da toxicidade de
metabalitos de organismos endofiticos isolados de plantas medicinais conhecidas sado
essenciais para uma posterior aplicacdo farmacoldgica e biol6gica. Neste sentido,

EDMNF demonstrou ser seguro e atoxico em doses altas para zebrafish adulto.

5.3.1.1 Anélise comportamental

No presente estudo, as alteracées comportamentais foram utilizadas como um
dos pardmetros para analise de toxicidade aguda do EDMNF. Segundo Ribeiro
(2013), ao entrarem em contato com qualquer substancia téxica ou quando
submetidos a condi¢bes desfavoraveis, os zebrafish adultos podem apresentar
respostas fisioldgicas compensatorias pelo mecanismo de estresse, na tentativa de
sobreviver (AMORIM, 2014; DONATTI, 2016; VENTURINI, 2010; WOLFF; SANTOS,
2019). Como resultado, o equilibrio homeostatico do animal é comprometido, sofrendo
alteracdes a nivel funcional, tecidual e comportamental, podendo até chegar a morte,
quando essas alteracdes excedem os limites toleraveis pelo animal (CHROUSOS,
1998; RIBEIRO et al., 2013; SANTOS, 2019; ROTTMANN; FRANCIS-FLOYD;
DURBOROW, 1992).

Além disso, nos ultimos anos, o zebrafish adulto também destacou-se como um
importante modelo comportamental para estudos toxicoldgicos e farmacoldgicos,
diversas pesquisas estabeleceram parametros e protocolos comportamentais para
zebrafish adulto (KALUEFF; STEWART, GERLAI, 2014; OLIVEIRA, 2020). A
caracterizacdo das alteracdes comportamentais em modelos experimentais, assim
como no zebrafish adulto, sdo importantes para o entendimento e elucidacao
complementar sobre os efeitos da substancia ou farmaco testado (MUSSULINI et al.,
2013).

O tratamento com EDMNF induziu alteracbes comportamentais nos animais,
guando avaliados por 48 horas. Em todos os grupos tratados com EDMNF nas doses
de 175, 550 e a dose maxima 2000mg/kg, logo apds a administracdo (Oh), todos os
animais apresentaram, a alteracdo de estagio |: aumento de atividade natatoria. Os

animais tratados com a dose de 175mg/kg apresentaram apenas uma alteracao
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comportamental, sendo do estagio |, aumento de atividade natatoria, até a terceira
hora (3h) de experimento, apds isto, se recuperaram e nhadaram normalmente.

Os animais tratados com a dose de 550mg/kg, apresentaram alteracdes
comportamentais de estagio | e lll, como aumento de atividade natatéria (1) e
deposi¢do do animal no fundo (Ill). Sendo que, 30% apresentaram aumento de
atividade natatéria (1) e 60% apresentaram deposicédo no fundo (lll) até 24h apds o
tratamento. E, nas 24 horas apés o tratamento 30 % ainda apresentaram deposicéo
no fundo (Ill). No grupo dos animais tratados com a dose maxima de 2000mg/kg, todos
apresentaram alteracGes de estagio |, aumento de atividade natatéria, nas primeiras
24h de experimento, apos esse periodo recuperaram seu comportamento normal,

conforme mostrado na tabela 8.

Tabela 8 - Alteracdes comportamentais apés tratamento com EDMNF nas doses de
175, 550 e 2000mg/kg por via oral, em diferentes tempos de observacao, no ensaio
de toxicidade aguda

Tempo Estagio 175 mg/kg 550 mg/kg 2000 mg/kg Controle
Oh | 100% (1) 100% (1) 100% (1) -
Oh Il - - - -
Oh 1 - - - -

3h | 100% (1) - - -
3h [ - - - -
3h I - - - -

6h | - - - -
6h I - - - -
6h i - - - -

24h | - 30% (1) 100% (1) -
24h [ - - - -
24h i - 60% (1) - -

48h | - - - -
48h [ - - - -
48h 1l - - - -

Os valores em porcentagem representam a quantidade de peixes que apresentaram as respectivas
alterac6es comportamentais, do total de peixes analisados para cada grupo (N=5/grupo). Estagio I: 1)
aumento da atividade natatéria, 2) espasmos e tremores no eixo da cauda. Estagio Il: 1) natacao
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circular; 2) perda de equilibrio. Estagio Ill: 1) deposi¢éo do animal no fundo 2) perda de motilidade; 3)
morte. Fonte: A autora (2022)

Ribeiro (2013) ao avaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico de Jambu em
modelo zebrafish adulto, verificou que a maior concentracdo testada (170ug/mL) via
imersdo, ocasionou expressivas alteracbes comportamentais. Primeiramente 0s
animais apresentaram um aumento da atividade natatoria, seguido por tremores no
eixo da cauda e perda da motilidade/postura, logo permaneceram no fundo do aquéario
até a morte.

Souza (2015) do mesmo modo, observou que, altas concentracbes causam
expressivas alteracdes comportamentais. Na avaliacdo da toxicidade aguda da
nanoemulsdo de alcool perilico (NPOH) via imersédo, a concentracdo mais elevada
(125ug/mL), ocasionou alteragdes como: aumento da atividade de nado, tremores no
eixo da cauda, perda da motilidade/ postura deposi¢édo do animal no fundo do aquério
e mortes.

Santos (2016) avaliou a toxicidade aguda de uma fitopreparacéo a base de leite
de janaguba (Himatanthus drasticus) (FPLJ), via imersédo, no modelo zebrafish adulto.
Na concentracdo mais elevada da FPLJ (1500ug/mL), severas alteragdes
comportamentais foram observadas, como aumento na atividade de nado, tremores
no eixo da cauda, perda da motilidade, perda de postura, deposicao do animal no
fundo do aquario e inclusive alguns animais morreram. Além destas manifestacfes a
respiracao superficial dos peixes também foi observada.

Na avaliacdo da toxicidade aguda de amidas graxas obtidas do 6leo de
Bertholletia excelsal (AGOC) por via oral, realizada por Quitian-Useche et al. (2021),
os zebrafish adultos que receberam a maior dose (1000mg/kg) apresentaram aumento
de atividade natatéria, tremores no eixo da cauda e deposicdo no fundo do aquéario.
No entanto, todo 0s animais sobreviveram apos 48h de observacao.

De modo geral, neste estudo, os animais apresentaram apenas dois tipos de
alteracdes comportamentais: aumento de atividade natatdria e deposicéo no fundo do
aquario. A alteracdo comportamental mais evidente foi o aumento da atividade
natatoria, presente em todos os animais de todos grupos, sendo apresentada em até
24h de experimento. Segundo Huang et al. (2014), Borges et al. (2018) e Custodio de
Souza et al. (2019), esta alteracéo ocorre, pois quando o animal entra em contato com
substancias estranhas, como neste caso, 0 tratamento via oral com EDMNF,

desencadeia o0 seu primeiro mecanismo de defesa, caracterizado pelo comportamento
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de fuga, na tentativa de diminuir a probabilidade de morte. Apenas os animais que
receberam a dose de 550mg/kg apresentaram deposi¢cao no fundo do aquario, nas
24h apo0s a administracdo do EDMNF. De acordo com Souza et al. (2016), pode
ocorrer um comportamento de economia do gasto metabdlico para que o animal

consiga manter a homeostasia fisioldgica.

5.3.1.2 Andlise histopatoldgica

A histopatologia € um método sensivel e eficaz utilizada para avaliacdo e
diagnéstico dos efeitos toxicos que afetam os tecidos animais (ALBINATI et al., 2009;
HEATH, 1995; LINS et al., 2017; SCHWAIGER et al., 1997) e, quando associada a
outros métodos de anélise, como o indice de Alteracdo Histopatoldgica (IAH), utilizado
para determinar os niveis de alteracfes/lesbes e o comprometimento funcional do
orgdos analisados, podem auxiliar na compreensdo profunda dos efeitos tdxicos
diretos e indiretos (SOUZA et al., 2016). Além disto, Carvalho et al. (2018) considera
o0 zebrafish til para avaliagdo dos efeitos toxicos de substancias através do estudo
histopatolégico dos 6rgdos danificados. Neste contexto, observou-se o efeito do
EDMNF nos tecidos hepético, intestinal e renal.

Apesar dos animais apresentarem comportamento de estresse apdés o
tratamento com EDMNF, na analise histopatoldgica, os 6érgdos analisados nao
apresentaram danos ao nivel dos tecidos, que comprometesse o funcionamento
normal do 6rgao.

Os resultados da analise do tecido hepéatico demonstraram que todas as doses
apresentaram apenas alteracées de estagio I, como, perda ou atipia do contorno
nuclear, intensa vacuolizacao citoplasméatica e aumento da frequéncia relativa de
vasos sanguineos. Esta ultima alteracdo foi demonstrada apenas no grupo que foi
administrado a dose de 2000mg/kg (Figura 24). No que se refere ao indice de
alteracdes histopatoldgicas (IAH), todas as doses 175mg/kg (1.66+0.57), 550mg/kg
(1.66£0.57) e 2000mg/kg (2.66+£0.57) apresentarem valores entre 0 a 10, indicando

normalidade neste érgao (Figura 25 e Tabela 9).
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Figura 24 - Secgéo longitudinal do figado de zebrafish (Danio rerio) adulto, mostrando as principais
alteragcfes observadas no teste de toxicidade aguda por via oral do EDMNF. A refere-se ao tecido
hepatico normal, H hepatdcitos. B refere-se ao tecido hepético do grupo controle (solugéo salina), VaC
intensa vacuolizacao citoplasmatica. C, D e E refere-se ao tecido hepético dos grupos tratados com as
dose de 175, 550 e 2000 mg/kg respectivamente, com AN atrofia nuclear, VAC intensa vacuolizagao
citoplasmatica. Todas as figuras foram aumentadas em 400 x, H e E.

Fonte: A autora (2022).
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Figura 25 - Efeito do tratamento com EDMNF nas doses de 175, 550 e 2000mg/kg sobre o indice de
alteragGes histopatolégicas em figado, intestino e rins de zebrafish (Danio rerio) adultos, no teste de
toxicidade aguda oral. Os dados sdo apresentados como média = DP (n=3/ grupo); * p < 0,05 para
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grupo normal. A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste postthoc
de Tukey.
Fonte: A autora (2022).

Tabela 9 - Distribuicdo dos valores de IAH para cada 6rgao de zebrafish adulto, no
teste de toxicidade oral aguda do EDMNF, de acordo com as doses utilizadas

Orgéos EDMNF EDMNF EDMNF
Controle

(IAH) 175 mg/kg 550 mg/kg 2000 mg/kg

Figado 0,33+0,57 1,66+0,57 1,66+0,57 2,66+0,57

Intestino 0,33+0,57 12,00+1,00 13,00+1,00 15,00+1,00

Rins 0,33+0,57 2,66+0,57 3,33+0,57 3,66+0,57

Fonte: A autora (2022).

No tecido intestinal, todas as doses apresentaram as seguintes alteracdes de
estagio I: hipertrofia das células epiteliais, infiltracao linfocitaria estromal e infiltracao
de leucocito e, somente os animais que receberam a dose de 2000mg/kg
apresentaram dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades e hiperplasia das células
Caliciformes. Todas a doses testadas apresentaram apenas uma alteracao de estagio
II, o deslocamento da lamina propria (Figura 26). O tecido intestinal apresentou
alteracdes com IAH de 12.0£1.00, 13.0+1.00 e 15.0+£1.00, para as doses de 175, 550

e 2000 mg/kg, respectivamente (Figura 25 e tabela 9), indicando que este 6rgao

apresentou alteragcdes leves a moderadas.
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Figura 26 - Secéo longitudinal do intestino de zebrafish (Danio rerio) adulto, mostrando as principais
alteracdes observadas no teste de toxicidade aguda por via oral do EDMNF. A refere-se ao tecido
intestinal normal. B refere-se ao tecido intestinal do grupo controle (solu¢éo salina), mostrando HTCE
hipertrofia das células epiteliais. C, D e E mostrando tecido hepatico dos grupos tratados com as doses
de 175, 550 e 2000 mg/kg, respectivamente, com HTCE hipertrofia das células epiteliais, IL infiltracéo
linfocitaria, ILE infiltracdo de leucdcitos, DVV dilatagdo dos vasos presentes nas vilosidades. Todas as
figuras foram aumentadas em 400 x, H e E.

Fonte: A autora (2022).

No tecido renal foi observado que as alteragbes de estdgio |, degeneracao
hialina tubular leve, diminuicdo do espaco da capsula de Bowman e dilatacdo dos

capilares glomerulares, foram presentes em todas as doses testadas. A alteracao,

hipertrofia das células tubulares (estagio 1), foi encontrada apenas nos animais que
receberam as doses de 175 e 2000mg/kg (Figura 27). Os valores de IAH (2.66+0.57,
3.33+0.57, 3.66+0.57), para as doses de 175, 550 e 2000mg/kg, respectivamente,

indicam que os rins permaneceram funcionalmente normais (Figura 25 e tabela 9).
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Figura 27 - Secéo longitudinal do rim de zebrafish (Danio rerio) adulto, mostrando as principais
alteracdes observadas no teste de toxicidade aguda por via oral do EDMNF. A refere-se ao tecido renal
normal. B refere-se ao tecido renal do grupo controle (solucdo salina). C, D e E refere-se ao tecido renal
dos grupos tratados com as doses de 175, 550 e 2000 mg/kg, DGHL degeneragéo hialina tubular leve,
HtCT hiperplasia das células tubulares, ALT aumento do limen tubular, HTCE hipertrofia das células
tubulares. Todas as figuras foram aumentadas em 9400, H e E.

Fonte: A autora (2022).

Avaliando estes resultados, observou-se que apenas o intestino apresentou
alteracdes classificadas como leves a moderados, que segundo Carvalho et al. (2018)
pode ser explicado, pelo fato do intestino, ser o primeiro 6érgao a entrar em contato

com a substancia administrada via oral e, os danos ocorrem principalmente a mucosa
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intestinal, alterando a fisiologia do érgao. A hipertrofia de células epiteliais, alteracéo
observada em todos os grupos tratados com EDMNF, é considerada por Takashima
e Hibiya (1984) como um mecanismo de defesa, servindo como barreira para reduzir

a entrada de substancias estranhas no epitélio intestinal.

5.3.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do EDMNF no teste de edema
abdominal induzido por diferentes agentes inflamatorios

A utilizacdo de agentes inflamatorios, como carragenina, dextrana, histamina,
prostagladinas, entre outros, em ensaios de inflamacé&o aguda permitem avaliar a
acao anti-inflamatéria de diferentes substancias e/ou extratos (COELHO DE SOUZA
et al., 2021)

5.3.2.1 Inibicdo de edema abdominal induzido por carragenina

Para avaliar a atividade anti-inflamatoria do EDMNF utilizou-se o teste de
edema abdominal induzido por carragenina em zebrafish adulto. Neste ensaio,
validado por Huang et al. (2014), a resposta inflamatdria € caracterizada por formacéo
de edema na regido abdominal, como resultado da regulacdo das proteinas pré-
inflamatodrias e do acumulo de células no sitio inflamatoério. Além disso, foi relatado
gue apods a injecao da carragenina no peritbnio dos animais, ocorre a liberacédo de
varios mediadores inflamatorios (TNF-a e iINOS), indugéo dos sintomas caracteristicos
da inflamag&o aguda e, que medicamentos anti-inflamatorios clinicamente eficazes,
foram capazes de inibir a resposta inflamatoria causada pela carragenina em zebrafish
adulto (HUANG et al., 2014).

Os resultados dos tratamentos com EDMNF testados neste modelo de
inflamacdo induzido por carragenina, estdo demonstrados na figura 28. A
administracao intraperitoneal de carragenina induziu significantemente (p > 0,01) o
edema abdominal no grupo controle negativo Cg (aplicado carragenina i.p.), quando
comparado ao grupo controle PBS (aplicado PBS i.p.), demonstrando que o PBS
(substancia utilizada para solubilizar a carragenina) nao interfere e/ou contribui na
acao inflamatéria da carragenina e, também, a viabilidade da metodologia. Assim
como, a injecéo de carragenina (i.p.) induziu o edema abdominal no grupo controle Vh
(veiculos do farmaco padrao Indometacina, v.0), quando comparado ao grupo controle

positivo Ind (Indometacina 10 mg / Kg, v.0.), mostrando que as substancias utilizadas
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como veiculo ndo interferem e/ou contribuem para o efeito anti-inflamatério da
Indometacina.

EDMNF apresentou efeito inibitério em todas as doses (10-2000mg/kg) no pico
maximo do edema (0-5h). A dose de 2000mg/kg teve o maior efeito inibitério,
reduzindo o edema em 75,42%, 1000mg/kg (73,04%), 500mg/kg (63,88%), 100mg/kg
(60,99%) e 10mg/kg (47,17%). Desta forma, o efeito inibitorio do EDMNF possui uma
tendéncia a um comportamento dose-dependente. Comparando as maiores doses
testadas (2000mg/kg e 1000mg/kg) do EDMNF, que também apresentaram o0s
maiores efeitos inibitérios, com o grupo controle positivo (controle Ind), que reduziu o
edema (p < 0,05) com 68,20% de inibigdo, pode-se observar que o EDMNF revelou
um perfil de reducdo do edema semelhante e até superior ao controle positivo (figura
28).
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Figura 28 - Efeito da administracdo por via oral do EDMNF nas doses de 10, 100, 500, 1000 e
2000mg/kg sobre o edema abdominal induzido por carragenina em zebrafish (Danio rerio) adultos. As
colunas representam a média + erros padrdo da média (n=12/grupo) no pico maximo do edema (0-5h).
Os nuameros acima da barra indicam a porcentagem de inibicdo do edema. ANOVA de uma via com
teste post-hoc Tukey (*p < 0,01 para controle PBS; **p > 0,01 para controle Cg vs. Controle PBS e
controle Vh vs. controle Ind; ***p < 0,05 para EDMNF e controle Ind vs. Controle Cg).

Fonte: A autora (2022).

Diante dos resultados positivos, obtidos com EDMNF neste ensaio de

inflamacéo e, considerando que, a formacdo do edema induzido por carragenina é
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multifasico e mobiliza diferentes mediadores inflamatérios (COELHO DE SOUZA et
al., 2021), buscou-se avaliar especificamente os mediadores envolvidos nesta
resposta. Entdo, uma vez que, a primeira fase do edema induzido por carragenina,
gue ocorre nos primeiros 60 minutos, esta essencialmente associada a liberacéo de
histamina/serotonina (REIS et al., 2000), investigou-se o efeito do EDMNF na reducao

do edema abdominal induzido pelo agente inflamatorio dextrana.

5.3.2.2 Inibicdo de edema abdominal induzido por dextrana

A dextrana é um agente inflamatorio amplamente utilizado nos ensaios de
inflamacdo aguda em roedores e, é reconhecida pela capacidade de liberar os
mediadores inflamatérios histamina e serotonina a partir da desgranulacdo dos
mastécitos (COELHO DE SOUZA et al., 2021). Oehlers et al. (2012, 2013) utilizaram
dextran sulfato de sédio, ou DSS, um polissacarideo ramificado sulfatado sintético
derivado de dextrana, para a inducao de inflamacéo intestinal em larvas de zebrafish.
Este modelo de inflamacédo por DSS tem sido utilizado para avaliar o potencial
terapéutico de diversas substancias para o tratamento de doencas inflamatorias
intestinais, como a colite e doenca de Crohn (OEHLERS et al., 2013).

Para esta série experimental EDMNF foi utilizado na dose de 80 mg/kg (DE50),
e apresentou efeito inibitério frente ao edema induzido por dextrana, conforme
mostrado na figura 29. A administracdo intraperitoneal de dextrana induziu
significantemente (p > 0,01) o edema abdominal no grupo controle negativo Dex,
(aplicado dextrana i.p.), quando comparado ao grupo controle SS (aplicado solugéo
salina i.p.), demonstrando a viabilidade da metodologia.

EDMNF inibiu significativamente o edema abdominal induzido por dextrana no
seu pico maximo (0-1h30), com 71,71% de inibicdo (Figura 29). Em comparacéo ao
grupo controle positivo (controle Cp) que apresentou 69,97% de inibigao (p < 0,05),

EDMNF apresentou resultado semelhante.
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Figura 29 - Efeito da administracéo por via oral do EDMNF na dose de 80mg/kg (DE50) sobre o0 edema
abdominal induzido por dextrana em zebrafish (Danio rerio) adultos. As colunas representam a média
* erros padrdo da média (n=9/grupo), no pico maximo do edema induzido por dextrana (0-1h30). Os
nameros acima da barra indicam a porcentagem de inibicdo do edema. ANOVA de uma via com teste
post-hoc Tukey (*p < 0,01 para controle SS, **p > 0,01 para controle Dex vs. Controle SS; ***p < 0,05
EDMNF e controle Cp vs. Controle Dex).

Fonte: A autora (2022).

EDMNF evidenciou um efeito antiedematogénico em modelos de inflamagé&o
aguda (carragenina e dextrana) que produzem edema por diferentes mecanismos. A
dextrana, sendo um polissacarideo de alto peso molecular, promove um edema
osmoético e acelular, a partir da desgranulacdo dos mastocitos, liberando os
mediadores inflamatérios histamina e serotonina, que agem sobre seus respectivos
receptores (H1, H2 e 5HT2), promovendo o aumento da permeabilidade vascular e
acumulo de liguidos. A carragenina, um polissacarideo sulfatado extraido de algas,
induz uma resposta inflamatoria caracterizada principalmente pela presenca de fluido
celular com diferentes tipos celulares, que sao liberados de acordo com as seguintes
fases: a primeira fase, que acontece nos primeiros 60 min apés a injecdo de
carragenina, havendo a liberacao de histamina e serotonina, a segunda fase (61-120
min), ocorre a liberacao de quininas, e na terceira fase (121-180min) ocorre a liberacao
principalmente de prostaglandina (COELHO DE SOUZA et al., 2021).

Assim, a fim de esclarecer a influéncia do EDMNF sobre os mediadores
inflamatorios e seu efeito antiedematogénico e, levando em consideracdo que, 0
EDMNF reduziu o edema induzido por dextrana (fase inicial) e carragenina (fase

tardia), onde a histamina e prostaglandina desempenham um papel preponderante
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(HATA; BREYER, 2004; THURMOND; GELFAND, DUNFORD, 2008), sua
interferéncia sobre estes mediadores do processo inflamatério foram investigados.

5.3.2.3 Inibicdo de edema abdominal induzido por histamina e prostaglandina E2
(PGE2)

A histamina € um importante mediador quimico inflamatério, responsavel por
diversos efeitos na inflamacdo aguda, incluindo vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, formacdo de edema, contracdo do musculo liso
(THURMOND; GELFAND, DUNFORD, 2008).

A PGE2 apresenta potente atividade vasodilatadora, liberada tanto por células
residentes quanto por estimulos inflamatérios, logo nas primeiras horas apds o
estimulo introduzido no organismo, tem papel fundamental na vasodilatacdo durante
a formacdo do edema de pata induzido por carragenina (SOLOMON; JUHLIN,
KIRSCHENBAUM, 1968; CLAUDINO, 2006; OLIVEIRA et al., 2014).

A inflamacado induzida pelos mediadores histamina e PGE2, no ensaio de
edema de pata utilizando roedores, € um modelo estabelecido e validado para estudar
processos inflamatorios (GUEDES et al., 2020; PERIANAYAGAM SHARMA, PILLAI,
2006; TAMADDONFARD; FARSHID, HOSSEINI, 2012), contudo, a utilizacdo de
ambos, em ensaio de inducédo de edema abdominal em modelo zebrafish adulto, ainda
ndo havia sido relatado.

Para esta série experimental EDMNF foi utilizado na dose de 80mg/kg (DE50),
e apresentou efeito inibitério frente ao edema induzido por histamina e PGE2,
conforme mostrado na figura 30 e 31. A administracao intraperitoneal de histamina e
PGE2 induziu significantemente (p > 0,01), o edema abdominal nos grupo controle
negativo Hist e PGE2 (aplicado histamina e PGE2 i.p.), quando comparado ao grupo
controle SS (aplicado solugéo salina i.p.), demonstrando a viabilidade da metodologia.

EDMNF apresentou efeito inibitério para histamina de 58,58%. Quando
comparado ao grupo controle positivo (controle Cp) que apresentou 74,33% de
inibicdo (p < 0,05), observou-se que o EDMNF teve efeito inibitério menor que o

controle positivo (Figura 30).
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Figura 30 - Efeito da administracdo por via oral do EDMNF na dose de 80 mg/kg (DE50) sobre o edema
abdominal induzido por histamina em zebrafish (Danio rerio) adultos. As colunas representam a média
* erros padrdo da média (n=9/grupo), no pico maximo do edema induzido por histamina (0-1h). Os
nameros acima da barra indicam a porcentagem de inibicdo do edema. ANOVA de uma via com teste
post-hoc Tukey (*p < 0,01 para controle SS, **p > 0,01 para controle Hist vs. Controle SS; ***p < 0,05
para EDMNF e controle Cp vs. Controle Hist).

Fonte: A autora (2022).

No teste de edema abdominal induzido por PGE2, EDMNF apresentou um
potencial de inibicao (p = 0,05) de 53,33% e, quando comparado ao seu controle
positivo (controle Ind) que inibiu o edema 55,55%, observou-se um perfil semelhante

de reducéo de edema (Figura 31).
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Figura 31 - Efeito da administracdo por via oral do EDMNF na dose de 80 mg/kg (DE50) sobre o edema
abdominal induzido por PGE2 em zebrafish (Danio rerio) adultos. As colunas representam a média +
erros padrdo da média (n=9/grupo), no pico maximo do edema induzido por prostaglandina (0-1h). Os
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nameros acima da barra indicam a porcentagem de inibicdo do edema. ANOVA de uma via com teste
post-hoc Tukey (*p < 0,01 para controle SS, **p > 0,01 para controle PGE2 vs. Controle SS; ****p 2
0,05 para EDMNF e controle Cp vs. Controle PGE2).

Fonte: A autora (2022).

Os testes realizados com tratamento do EDMNF (DE50 80mg/kg), frente ao
edema induzido pelos agentes histamina e PGE2, também se mostraram promissores.
Em ambos, EDMNF foi capaz de inibir o edema no seu pico maximo, assim como, a
comparacao com o perfil de inibicdo produzido pelos respectivos farmacos padroes,
utilizados como controle positivo (Indometacina e Ciproeptadina), foi semelhante,
demonstrando a eficacia do EDMNF (Figuras 30 e 31).

Baseado nos efeitos promovidos pelo EDMNF, na inibicdo do edema induzido
por dextrana e histamina e, considerando que a histamina € o principal mediador em
ambos 0s ensaios, pode-se sugerir uma atividade anti-histaminica para EDMNF,
permitindo inferir que o mesmo, pode estar inibindo a liberagdo de histamina dos
mastoécitos e/ou tecidual e/ou bloqueando os receptores de histamina (ANDRADE et
al., 2007).

No que se refere a inibicdo do edema promovido por carragenina e PGE2,
pode-se presumir que o efeito antiedematogénico do EDMNF foi determinado pelo
efeito anti-inflamatério. O mecanismo desse efeito, por um lado, pode estar
relacionado a inibicdo do aumento da permeabilidade vascular, que ocorre apés a
liberacdo de mediadores inflamatdrios, como histamina, serotonina, citocinas e
prostaglandinas (COELHO DE SOUZA et al., 2021), pois diversos estudos sugerem
que a PGE2 atua sinergicamente com outros mediadores, como a histamina e
bradicinina, especialmente na contribuicdo a dor e edema associados com processos
inflamatérios (ARMSTRONG; MARR, JONES, 1995; KINGSTON; GREAVES, 1985;
WILLIAMS; HIGGS, 1988), assim como, pode ter ocorrido através de um efeito
antagonista parcial ao efeito edematogénico desses mediadores inflamatérios
(COELHO DE SOUZA et al., 2021).

Portanto, analisando este conjunto de resultados, de acordo com Roome et al.
(2008) e Coelho De Souza et al. (2021) é possivel inferir que o EDMNF atue nos
eventos vasculares e celulares da inflamacao, provavelmente pela inibicdo da sintese,

liberacdo e/ou acao destes mediadores sobre 0s seus respectivos receptores.
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5.3.2.4 Anélise comportamental

No presente estudo, a andlise comportamental foi utilizada como uma
ferramenta para avaliar a efetividade do EDMNF em prevenir as alteracdes
comportamentais, apresentadas pelos animais apos a injecdo (i.p) de diferentes

agentes inflamatorios (carragenina, dextrana, histamina e PGE2).

5.3.2.4.1 Teste de edema abdominal induzido por carragenina

Apoés a injecdo de carragenina (i.p.), a cada uma hora, no periodo de 1 a 5
horas foram observados os parametros comportamentais, como mostrado na tabela
10. No grupo controle PBS (solugéo salina v.o e PBS i.p.), observou-se a presenca
das alteracdes comportamentais de estagio | e Ill. Na primeira hora, 51% dos animais
apresentaram aumento de atividade natatoria (I) e perda da motilidade (Ill). Na
segunda e terceira hora, 17% apresentaram perda da motilidade. Na quarta e quinta
27% dos animais ainda apresentavam aumento de atividade natatéria, perda da
motilidade e tremores na cauda ().
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Tabela 10 - Alteracbes comportamentais em zebrafish adultos no teste de edema
abdominal induzido por carragenina, avaliados durante o periodo de 1 a 5 horas

1H 2H 3H 4H 5H
Controle Estagio | 1 - - le2 le?2
PBS
Estagio Il - - - - -
Estagio Il 2 2 2 2 2
Total 51% 17% 17% 27% 27%
Controle Estagio | leo leo 5
e - e -
Negativo (Cg)
Estéagio Il 1 1e2 i i 5
Estagio il le?2 2 le2  le2 2
Total 94% 35% 52% 60% 26%
Controle Estagio |
) le?2 le?2 le?2 le?2 le?2
Veiculo (Vh)
Estagio Il i i i i i
Estéagio Il 2 2 5 2 >
Total 92% 68% 67% 59% 59%
Controle Estégio |
N le2 2 - - -
Positivo (Ind)
Estagio Il i i i i i
Estagio IlI 2 > > 2 >
Total 43% 26% 34% 17% 17%
EDMNF Estégio | leo leo leo 5 )
e e e
10 mg/kg
Estégio Il i i i i i
Estagio Il > > > i i
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Total 84% 43% 43% 25% 9%

EDMNF Estagio |
le2 2 2 2 -
100 mg/kg
Estagio Il i i i i i
Estagio IlI > > 5 5 i
Total 43% 26% 26% 18% 0%
EDMNF Estagio |
le?2 le?2 2 - le?2
500 mg/kg
Estagio Il i i > i i
Estagio il le2  1le2 2 le2  le2
Total 61% 7% 43% 34% 44%
EDMNF Estagio |
le?2 1 le?2 - 2
1000 mg/kg
Estagio Il i i i i i
Estéagio Il > > > 5 >
Total 35% 50% 59% 25% 61%
EDMNF Estagio |
le?2 2 2 2 -
2000 mg/kg
Estagio Il i i i i i
Estéagio Il > > > i i
Total 59% 26% 34% 9% 0%

Os valores em porcentagem representam a quantidade de peixes que apresentaram as respectivas
alterag8es comportamentais, do total de peixes analisados para cada grupo (N=12/grupo). Estagio I: 1)
aumento da atividade natatéria, 2) espasmos e tremores no eixo da cauda. Estagio Il: 1) natagcéo
circular; 2) perda de equilibrio. Estagio Ill: 1) deposi¢do do animal no fundo; 2) perda de motilidade; 3)
morte.

Fonte: A autora (2022).

Os animais do controle negativo (Cg) (solucdo salina v.o e carragenina i.p.),
apresentaram alteracbes comportamentais dos trés estagios, na primeira hora de
experimento, 94% dos animais apresentaram aumento de atividade natatoria (1),

tremores na cauda (1), natacao circular (1), perda de equilibrio (1), deposi¢ao no fundo
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do aquério (lll) e perda da motilidade (Ill). A partir da segunda hora observou-se a
presenca de alteracdes de estagio | e Ill, com uma reducédo dos valores percentuais
para 35%. Na terceira e quarta hora, observou-se um aumento nos percentuais para
52% e 60%, respectivamente e 0s animais ainda apresentaram aumento de atividade
natatéria, tremores na cauda, perda da motilidade e a deposi¢édo no fundo. Na quinta
hora este percentual diminuiu para 26%, no entanto, 0s animais ainda apresentaram
perda de equilibrio e deposi¢ao no fundo.

O grupo controle veiculo (Vh) (veiculos da Indometacina v.o e carragenina i.p.),
durante todo o experimento, apresentou alteracdes de estagio | e lll: aumento de
atividade natatoria (1), presenca de tremores na cauda () e deposi¢do do animal no
fundo (Ill). Na primeira hora 92% dos animais apresentaram estas alteracdes e,
observou-se que o percentual dos animais diminuiu ao longo do tempo, na segunda
hora 68%, na terceira hora 67% e na quarta e quinta hora 59% dos animais ainda
apresentavam estas alteracoes.

O grupo controle positivo (Ind) (Indometacina v.o e carrageninai.p.), na primeira
e segunda hora foram observadas alteracfes de estagio | e Ill. Sendo que, na primeira
hora, 43% dos animais apresentaram aumento de atividade natatoria (1), tremores na
cauda (I) e deposicao no fundo do aquéario (Ill). Na segunda hora 26% apresentaram
tremores na cauda e deposi¢cdo no fundo do aquario. A partir da terceira hora, 34%
dos animais permaneceram no fundo aquario e, na quarta e quinta hora, reduziu para
17% dos animais.

No que se refere, as alteragdes comportamentais, observadas nos grupos das
cinco doses do EDMNF (10, 100, 500, 1000 e 2000mg/kg) administradas via oral e
carragenina via intraperitoneal, 0os animais apresentaram alteracdes de estagio | e I,
apenas o grupo tratado com 500mg/kg, apresentou uma alteracao de estagio II.

O grupo dos animais tratados com a dose 10 mg/kg, demonstraram alteractes
de estagio | no decorrer de todo o experimento, onde, 84% dos animais apresentaram
aumento de atividade natatoria, tremores na cauda e deposi¢céo no fundo aquério, na
primeira hora. Na segunda e terceira hora, 43% ainda apresentavam estas alteracoes.
Na quarta e quinta hora, este percentual diminuiu para 25% e 9%, respectivamente, e
0S animais apresentaram apenas tremores na cauda.

No grupo tratado com a dose de 100 mg/Kg, a analise comportamental, indicou

apenas alteracfes de estégio | e lll, até a quarta hora apos a aplicacdo da carragenina.
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Na primeira hora, apenas 43% dos animais apresentaram aumento de atividade
natatoria, tremores na cauda e repouso no fundo. Este percentual diminuiu para 26%
na segunda e terceira hora, e 0s animais apresentaram tremores na cauda e repouso
no fundo. Na quarta hora este percentual diminuiu para 9%. Logo em seguida
voltaram ao comportamento normal.

O grupo que corresponde aos animais tratados com a dose de 500mg/kg via
oral e carragenina via intraperitoneal, demonstraram alteracfes dos trés estagios,
sendo as alteracdes de estagio | e lll mais evidentes. Na primeira hora 61% dos
animais apresentaram aumento de atividade natatdria, tremores na cauda, perda da
motilidade e deposicdo no fundo. Na segunda hora, os percentuais aumentaram. A
partir da terceira hora, o percentual diminuiu para 43%, e 0s animais ainda
apresentaram presenca de tremores na cauda, perda de equilibrio e da motilidade. Na
quarta os percentuais diminuiram, e 0s animais apresentavam deposi¢ao no fundo e
perda da motilidade, e se manteve até a quinta hora.

Em animais tratados com a dose de 1000mg/kg, observou-se aumento de
atividade natatoria, tremores na cauda na primeira e perda da motilidade em 35% na
primeira hora. Houve um aumento para 50% dos animais na segunda hora, que se
manteve até a terceira hora. Na quarta hora, 25% os animais apresentaram apenas
deposicao no fundo. No entanto, na quinta hora este percentual aumentou para 61%.

No grupo tratado com a dose de 2000mg/Kg, a analise comportamental indicou
alteracdes de nivel | e lll, até a quarta hora apos a aplicacdo da carragenina, onde
59% dos animais apresentaram aumento de atividade natatéria, tremores na cauda e
perda da motilidade na primeira hora. Logo em seguida, na segunda hora este
percentual diminuiu para 26%, aumentou para 34% na terceira hora, no entanto, na
quarta hora diminuiu para 9%. A partir da quinta hora, os animais voltaram ao
comportamento normal.

Na analise comportamental os grupos controle (PBS, Cg, Vh, Ind)
apresentaram alteracbes comportamentais ao longo de todo o experimento. Na
primeira hora, de forma mais evidente. No entanto, algumas alteragbes se mantém
até o final do experimento. Os grupos tratados com o EDMNF (10 — 2000mg/kg),
também apresentaram alteracdes durante o experimento, no entanto, de acordo com
a tabela 10 é possivel observar que 0s maiores percentuais se apresentam até a

terceira hora de avaliagcdo, em todas as doses testadas a partir da quarta hora os
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percentuais reduzem e, exceto pelos grupos tratados com a doses de 500 e 1000mg/k,
gue na quinta hora, ocorre um aumento no percentual de animais com alteracoes
comportamentais, ja 0os grupos tratados com as doses de 10, 100 2000mg/kg, na
quinta hora, apresentam pouca ou nenhuma alteracdo, voltando ao seu
comportamento normal.

O grupo controle negativo Cg, que recebeu aplicacdo do agente inflamatoério
carragenina via intraperitoneal, conforme mostrado na tabela 10, foi o grupo que
apresentou todos os estagios de alteracbes comportamentais, onde 94% dos animais
apresentaram alteragfes na primeira hora e, no pico madximo do edema, na quinta
hora, 26% dos animais ainda apresentavam alteragdes. Em relagdo ao grupo controle
positivo Ind, o qual recebeu Indometacina via oral e carragenina via intraperitoneal,
pode-se observar que 34% dos animais apresentaram alteracdes na primeira hora e,
que este mesmo percentual se manteve no pico maximo do edema da carragenina.

Os grupos tratados com EDMNF 10, 100 e 2000mg/kg apresentaram melhor
recuperacdo quando comparados aos grupos controle negativo Cg e positivo Ind, na
quinta hora, no pico maximo do edema da carragenina. Diante disso, pressupde-se
que, o fato do EDMNF apresentar um efeito anti-inflamatorio, pode estar minimizando
a acdo da carragenina e, consequentemente reduzindo as alteragcbes

comportamentais provocadas por sua acdo inflamatéria.

5.3.2.4.2 Teste de edema abdominal induzido por dextrana

Para o teste de edema abdominal induzido com dextrana, a analise foi a cada
30min apés a inducdo, por um periodo de 90min, conforme mostrado na tabela 11. No
grupo controle SS (solucéo salina v.o e S. Salina via i.p), observou-se a presenca das
alteracdes comportamentais de estagio | e Ill em 51% dos animais, 30min apos
aplicacdo da dextrana, como, aumento de atividade natatoria e deposi¢do do animal
no fundo. Apdés 60min, estes percentuais diminuiram, para 34%. E ap6s 90min,
apenas 14% dos animais apresentarem repouso no fundo.

Os animais do controle negativo (Dex) (solucao salina v.o e dextrana via i.p),
100% dos animais apresentaram alteracdes ao longo de todo experimento. Nos 30min
apos aplicacdo da dextrana, apresentaram presenca de tremores na cauda e perda
da motilidade. O aumento de atividade natatéria, foi observado apds 60min, em 100%

dos animais e se manteve até 90min apods a aplicacdo de dextrana intraperitoneal.
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Tabela 11 - Alteracbes comportamentais em zebrafish adultos no teste de edema
abdominal induzido por dextrana, avaliados durante o periodo de 90 minutos

30’ 60’ 90’
Controle SS Estagio | 1 1 -
Estagio Il - - -
Estagio IlI 2 2 2
Total 51% 34% 14%
Controle negativo Estagio |
Do) 2 1 1
Estagio Il - - -
Estagio Il 2 - -
Total 100% 100% 100%
Controle positivo Estagio | 2 2 2
(Cp)
Estagio Il - - -
Estagio Il 2 le?2 2
Total 84% 84% 84%
EDMNF Estagio | le2 le2 2
80 mg/kg
Estagio Il - - -
Estagio Il 2 le?2 2
Total 41% 84% 44%

Os valores em porcentagem representam a quantidade de peixes que apresentaram as respectivas
alteracdes comportamentais, do total de peixes analisados para cada grupo (N=9/grupo). Estagio I: 1)
aumento da atividade natatéria, 2) espasmos e tremores no eixo da cauda. Estgio Il: 1) natacéo
circular; 2) perda de equilibrio. Estagio lll: 1) deposi¢cdo do animal no fundo; 2) perda de motilidade; 3)
morte.

Fonte: A autora (2022).

O grupo controle positivo (Cp) (Ciproeptadina v.o e dextrana via i.p), apresentou
alteracdes de estagio | e Ill, no decorrer de todo o experimento. Em 30min apds a
aplicacao da dextrana, 84% dos animais apresentaram tremores na cauda e perda da
motilidade. E se manteve até 90 apods aplicacdo da dextrana.

No grupo tratado com EDMNF dose de 80mg/kg, a analise comportamental
indicou alteragBes de nivel | e Ill. Apés 30min, 41% apresentaram aumento de
atividade natatéria, tremores na cauda e perda da motilidade. Ap6s 60min, este

percentual aumentou para 84% e os animais passaram a ficar no fundo do aquario.
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No entanto, apdés 90 minutos, o percentual diminuiu assim como o numero de
alteracoes.

O grupo tratado com EDMNF 80mg/kg apresentou melhor recuperacdo quando
comparado aos grupos controle negativo Dex e positivo Cp, 90min apds a injecao (i.p.)
de dextrana. Diante disso, pressupde-se que, o fato do EDMNF apresentar um efeito
anti-inflamatorio, pode estar minimizando o efeito do agente inflamatério dextrana e,

portanto diminuindo as alteracdes comportamentais.

5.3.2.4.3 Teste de edema abdominal induzido por histamina

Para os testes de edema abdominal induzido com histamina a andlise
comportamental foi realizada a cada 30min apos a inducéo, pelo periodo de 60min
(Tabela 12). No grupo controle SS (solucao salina v.o e S. Salina via i.p), observou-
se a presenca das alteracBes comportamentais de estagio | e Il em 51% dos animais,
30min apos aplicagdo da dextrana, como, aumento de atividade natatoria e deposicao

do animal no fundo. Ap6s 60min, estes percentuais diminuiram, para 34%.

Tabela 12 - Alteracbes comportamentais em zebrafish adultos no teste de edema
abdominal induzido por histamina, avaliados durante o periodo de 60 minutos

30’ 60’
Controle SS Estégio | 1 1
Estagio Il - -
Estagio llI 2 2
Total 51% 34%
Controle negativo Estégio | L L
(Hist)
Estagio Il - -
Estagio Il le2 -
Total 100% 100%
Controle Estégio |
Positivo (Cp) ez 2
Estégio Il - -
Estagio llI 2 2
Total 100% 84%

102



EDMNF 80mg/kg Estagio | 1 2

Estagio Il - -
Estagio llI 2 2
Total 100% 51%

Os valores em porcentagem representam a quantidade de peixes que apresentaram as respectivas
alteracdes comportamentais, do total de peixes analisados para cada grupo (N=9/grupo). Estagio I: 1)
aumento da atividade natatoria, 2) espasmos e tremores no eixo da cauda. Estagio Il: 1) natacédo
circular; 2) perda de equilibrio. Estagio IlI: 1) deposigcao do animal no fundo; 2) perda de motilidade; 3)
morte.

Fonte: A autora (2022).

Os animais do grupo controle negativo (Hist) (solucéo salina v.o e histamina via
I.p), 100% dos animais apresentaram alteragbes ao longo de todo o experimento,
como aumento de atividade natatoria, deposicao no fundo e perda motilidade.

O grupo controle positivo (Cp) (Ciproeptadina v.o e dextrana via i.p), apresentou
alteracbes de estagio | e lll, durante todo o experimento. Apdés 30min, 100%
apresentaram aumento de atividade natatdria, presenca de tremores na cauda e
deposicao no fundo. E logo apds 60min da aplicacdo da histamina, 84 % apresentaram
tremores na cauda, e repouso no fundo.

No grupo tratado com a dose de 80mg/kg do EDMNF (v.0) e histamina (i.p), a
analise comportamental indicou alteragdes de nivel | e lll, sendo que 100% dos
animais apresentaram aumento de atividade natatéria e deposicdo no fundo, apos
30min. No entdo, apos 60min, observou-se que este percentual reduziu para 51% e
passou a apresentar tremores na cauda.

O grupo tratado com EDMNF 80mg/kg apresentou melhor recuperacao quando
comparado aos grupos controle negativo Hist e positivo Cp, 60min apds a injecao (i.p.)
de histamina. Neste ensaio, também sugere-se que, o efeito anti-inflamatério do
EDMNF, pode estar minimizando o efeito do agente inflamatério histamina e, portanto

diminuindo as altera¢cdes comportamentais.

5.3.2.4.4 Teste de edema abdominal induzido por prostaglandina E2 (PGE2)

Para os testes de edema abdominal induzido por PGE2, a analise
comportamental foi realizada a cada 30min apos a inducéo, pelo periodo de 60min
(Tabela 13). No grupo controle SS (solugdo salina v.o e S. Salina via i.p), observou-

se a presenca das alteragBes comportamentais de estagio | e lll em 51% dos animais,
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30 minutos apds aplicacdo da dextrana, como, aumento de atividade natatéria e
deposicao do animal no fundo. Apdés 60min, estes percentuais diminuiram, para 34%.

Tabela 13 - Alteracbes comportamentais em zebrafish adultos no teste de edema
abdominal induzido por prostaglandina E2, avaliados durante o periodo de 60 minutos.

30’ 60’
Controle SS Estagio | 1 1
Estagio Il - -
Estagio Il 2 2
Total 51% 34%
Controle negativo Estagio | ) ]
(PGE2)
Estagio Il - -
Estéagio Ill 2 2
Total 84% 84%
Controle positivo Estagio | ) )
(Ind)
Estagio Il - -
Estéagio Ill 2 2
Total 90% 100%
EDMNF Estagio |
80 mg/kg ! 2
Estagio Il - -
Estagio llI 2 2
Total 100% 84%

Os valores em porcentagem representam a quantidade de peixes que apresentaram as respectivas
alterag6es comportamentais, do total de peixes analisados para cada grupo (N=9/grupo). Estagio I: 1)
aumento da atividade natatéria, 2) espasmos e tremores no eixo da cauda. Estagio Il: 1) natagéo
circular; 2) perda de equilibrio. Estagio Ill: 1) deposicao do animal no fundo; 2) perda de motilidade; 3)
morte.

Fonte: A autora (2022).

Nos animais do controle negativo (PGE2) (solucéo salina v.o e PGE2 via i.p.),
observou-se que, 30min apds aplicacdo da prostaglandina E2, 84% dos animais
apresentaram tremores na cauda e deposicao no fundo. Este percentual se manteve
60min apos aplicagédo, no entanto, os animais permaneciam no fundo do aquério.

O grupo controle positivo (Cp) tratado com Indometacina (v.0) e PGE2 via i.p)

(G3), apresentou alteracdes de estagio | e lll, durante todo o experimento. ApoOs
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30min, 90% dos animais apresentaram tremores na cauda e a deposi¢cédo dos animais
no fundo, Apés 60min, um pequeno aumento neste percentual, onde 100% dos
animais passaram a apresentar estas alteracoes.

No grupo tratado com EDMNF (80mg/kg) via oral e PGE2 via intraperitoneal,
apos 30min, 100% apresentaram alteracdes, sendo aumento de atividade natatéria e
deposicao no fundo. Sendo que apds 60 min, houve uma diminuicdo neste percentual
para 84%, os animais ainda permaneceram no fundo e apresentaram tremores na
cauda.

Neste ensaio o grupo tratado com EDMNF 80mg/kg ndo apresentou melhor
recuperacdo quando comparado aos grupos controle negativo Hist e positivo Cp,

60min apos a injecao (i.p.) de histamina.

5.3.2.5 Andlise histopatologica

Neste estudo, as ferramentas histopatolégicas foram utilizadas como
parametro para avaliar o efeito anti-inflamatério do EDMNF, em prevenir as alterac6es
histol6gicas causadas pela injecdo (i.p.) de diferentes agentes inflamatorios
(carragenina, dextrana, histamina e prostaglandina E2), no figado, intestino e rins.

De acordo com Carvalho et al. (2018), o zebrafish € um excelente modelo para
estudar alteracdes teciduais causadas por agentes inflamatérios injetados via
intraperitoneal e, para estudar o papel dos glicocorticoides na reducdo dos danos
causados, pois devido o zebrafish ser um animal de pequeno porte, a inje¢do de um
agente inflamatorio na regido abdominal, pode causar danos em 6rgéaos vitais.

Ekambaram, Perumal e Pavadai (2017), Borges et al. (2018) e Quitian-Useche
et al. (2021) utilizaram a andlise histopatol6gica, como um dos parametros para
evidenciar o efeito anti-inflamatoério de produtos naturais, onde foi possivel observar
nas secodes histolégicas, que as substancias testadas, foram eficazes na prevencéo
de alteracdes histopatoldgicas causadas pela carragenina (i.p.) nas branquias, figado,

intestino e rins.

5.3.2.5.1 Teste de edema abdominal induzido por carragenina

Alteracdes histopatolégicas: Figado
No estudo histopatoldgico do figado, no grupo controle PBS (animais tratados

com solugdo salina v.o e PBS via i.p.), observou-se em sua grande maioria alteragoes
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de nivel I: perda ou atipia do contorno celular e nuclear, aumento do volume celular,
intensa vacuolizacdo citoplasmatica, vacuolizacdo nuclear e aumento do volume
relativo dos vasos, quanto as alteracdes de nivel Il, houve a presenca de atrofia
nuclear, degeneracao citoplasmatica, degeneracdo nuclear e hiperemia. O valor de
IAH (9.58+3.98) indica que as alteracbes encontradas neste 6rgdo néao
comprometeram seu funcionamento.

Os animais do grupo controle negativo (Cg) (animais tratados com solucéo
salina v.o e carragenina via i.p.), apresentaram alteracfes de nivel |, como, perda ou
atipia do contorno celular e contorno nuclear, aumento do volume celular, intensa
vacuolizacéo citoplasmatica, diminuicdo do glicogénio, aumento da frequéncia relativa
de vasos sanguineos, aumento do volume relativo dos vasos e, alteracées do nivel Il:
atrofia nuclear, diminuicdo da frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos,
degeneracdo citoplasmatica, degeneracdo nuclear, rompimento celular e hiperemia
e, alteracdo no nivel lll, necrose. O valor de IAH foi de 29.58+14.20, isto indica que
este 6rgéo, sofreu alteracbes de moderadas a graves.

No grupo controle veiculo (Vh) (animais tratado com veiculos da indometacina
V.0 e carrageninaviai.p.), o valor de IAH (13.50+0,43) indicou que o figado apresentou
alteracdes leves a moderadas. Na andlise, apresentou alteracdes de nivel | e nivel Il
desarranjo dos corddes hepaticos (l), perda ou atipia do contorno celular e contorno
nuclear (1), aumento do volume celular (I), intensa vacuolizacédo citoplasmaética (1),
atrofia nuclear (1), degeneracéo citoplasmatica (ll), degeneracao nuclear (Il), aumento
da frequéncia relativa de vasos sanguineos e hiperemia (ll).

O grupo controle positivo (Ind) (animais tratados com Indometacina v.o e
injecdo i.p. de carragenina), nos tecidos do figado, o valor de IAH (37.67+1,23)
(tabela), indica alteracbes de moderadas a graves neste Orgdo e, as alteracdes
observadas foram desarranjo dos cord@es hepaticos (l), perda ou atipia do contorno
celular (1), perda ou atipia do contorno nuclear (1), intensa vacuolizagdo citoplasmatica
(), aumento da frequéncia relativa de vasos sanguineos (I), atrofia nuclear (ll),
diminuicdo da frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos (llI), degeneracao
citoplasmatica (ll), degeneracgéo nuclear (I1), hiperemia (1) e necrose (I1).

Quanto as alteracdes hepaticas, encontradas nos grupos tratados com EDMNF
(10, 100, 500, 1000 e 2000mg/kg) administradas via oral e carragenina via

intraperitoneal, no grupo tratado com a dose 10mg/kg, foram observadas alteracoes
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de nivel I: desarranjo dos corddes hepaticos, perda ou atipia do contorno celular e
contorno nuclear, aumento do volume celular, vacuolizagdo nuclear e, alteracdes de
nivel Il: degeneracdo citoplasmatica, degeneracdo nuclear, rompimento celular,
hiperemia e degeneracédo dos canaliculos biliares e, necrose como alteracéo de nivel
lll; com valor de IAH 38.67+0.14 indicando alteracbes moderadas a graves neste
orgao.

No grupo tratado com a dose 100mg/kg, a analise indicou varias alteracdes de
nivel | como, perda ou atipia do contorno celular e contorno nuclear, intensa
vacuolizagdo citoplasmética, aumento da frequéncia relativa de vasos sanguineos, e
algumas alteracgdes de nivel Il: Atrofia nuclear, diminuicdo da frequéncia relativa de
ocorréncia de nucleos, degeneracao citoplasmatica, hiperemia. Essas alteracfes
classificaram este 6rgdo com funcionamento normal, com o IAH de 10+1,73.

Na andlise histopatolégica do grupo tratado com a dose 500mg/kg, o figado
apresentou o valor IAH de 6.16+0.57, caracterizando um 6rgdo dentro dos niveis
normais e, alteracées de nivel | como, perda ou atipia do contorno nuclear, intensa
vacuolizacdo citoplasmatica, aumento do volume relativo dos vasos e, apenas
hiperemia, como alteracao de nivel Il.

Os animais tratados com as doses 1000 e 2000mg/kg apresentaram alteracdes
teciduais de nivel | e Il, como perda ou atipia do contorno celular e contorno nuclear
(), intensa vacuolizacéo citoplasmatica (I), aumento do volume celular (1), diminui¢ao
do glicogénio (1), atrofia nuclear (I1), degeneracéao citoplasmatica (II) e hiperemia (ll).
No entanto, apenas a dose de 1000mg/g, apresentou necrose focal (Ill), com um IAH
de 35.92+0.144, caracterizando alteragcdes moderadas a graves neste 6rgao. As
alteracdes encontradas no grupo tratado com dose de 2000mg/kg, com IAH de
12.67+1.52, demonstra que este 6rgao sofreu alteracdes leves a moderadas.

Resumidamente, as principais alteracdes observadas em todos 0s grupos sao:
hiperemia, atrofia nuclear, degeneracéo nuclear, atipia nuclear, intensa vacuolizagcao
citoplasmatica, que estdo descritas na Figura 32, ndo provocaram danos irreversiveis,
gue ocasionasse o comprometimento funcional deste 6rgédo. Nos grupo tratados com
EDMNF, as doses de 100mg/kg (10+1,73) e 500mg/kg (6.16+0.57), apresentaram 0s
menores valores de IAH, quando comparado ao controle negativo (Cg) (29.58+14.20),
além disso, estas doses, foram mais eficazes que o controle positivo (Indometacina

10mg/kg) (37.67+1.23) na prevencgdo de alteracdes histopatolégicas causadas pela
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carragenina (i.p.) no figado, visto que, os valores de IAH dos grupos tratados com
EDMNF (100 e 500 mg/kg), que variaram entre 0 a 10, correspondem a um 6rgéo que

permaneceu funcionalmente normal (figura 33 e tabela 14).

Figura 32 - Sec¢éo longitudinal do figado, rins e intestino de zebrafish (Danio rerio) adulto, na avaliacéo
do efeito do EDMNF sobre as alteragGes histopatoldgicas no teste de edema abdominal induzido por
carragenina. A e B mostrando tecido hepéatico; C e D mostrando tecido renal; E e F mostrando tecido
intestinal, com as principais alteracfes, H hiperemia, AN atrofia nuclear, DGN degenera¢éo nuclear,
AtN atipia nuclear, VAC intensa vacuolizacao citoplasmatica, DGHL degeneracdo hialina tubular leve,
DGHS degeneracao hialina tubular severa, ALT aumento do limen tubular, DgT degeneragéo tubular,
ILe infiltrag&o leucocitaria estromal, DLP destacamento da lamina propria, DVV dilatagdo dos vasos nas
vilosidades, HtCC hipertrofia das células caliciformes, HpCE hiperplasia das células epiteliais. Todas
as figuras foram aumentadas em 9400, H e E.

Fonte: A autora (2022).
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Figura 33 - Efeito da administragcdo oral de solugdo salina (2ul, controle PBS e Cg),
Tween+DMSO+agua destilada (2ul, controle Vh), Indometacina (10 mg/kg, controle Ind), EDMNF (10,
100, 500,1000 e 2000mg/kg) sobre o indice de altera¢des histopatoldgicas (IAH) em figado, intestino e
rins de zebrafish (Danio rerio) adultos, com aplicacdo de carragenina intraperitoneal (400ug, 20uL). Os
dados sao apresentados como média + DP (n=12/ grupo); * p <0,05 para grupo normal. A analise
estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste postthoc de Tukey.

Fonte: A autora (2022).

Tabela 14 - indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH) para cada 6rgdo (figado,
intestino e rins) de zebrafish (Danio rerio) adultos, no teste de edema abdominal

induzido por carragenina

Figado Intestino Rins
Controle PBS 9.58+3.98 34.33+0.28 3.41+0.28
Controle Cg 29.58+14.20 34.58+0,62 11.17+2.25
Controle Vh 13.50+0,43 33.50+£2.16 6.00£2.25
Controle Ind 37.67+1,23 8.58+1.18 4.83+0.38
EDMNF 10 mg/kg 38.67+0.14 5.00+1.52 7.66+1.44
EDMNF 100 mg/kg 10+1,73 4.66+1.80 4.00+1.52
EDMNF 500 mg/kg 6.16+0.57 4.58+1.42 4.66+1.28
EDMNF 1000 mg/kg 35.92+0.144 5.33+1.15 1.50+1.52
EDMNF 2000 mg/kg 12.67+1.52 8.50+0.50 3.41+0.38

Os dados sdo apresentados como média = DP (n=12/ grupo); * p <0,05 para grupo controle negativo.
A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste postthoc de Tukey

Fonte: A autora (2022).
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Alteracdes histopatologicas: Intestino

No tecido intestinal, os grupos controle PBS, controle negativo (Cg), controle
veiculo (Vh) e o controle positivo (Ind), apresentaram semelhantes alteracdes de nivel
I: dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades, desprendimento do revestimento
epitelial do &pice das vilosidades intestinais, atrofia dos vilos, hipertrofia das células
epiteliais, hiperplasia das células caliciformes, degeneracdo da camada muscular,
infiltracdo linfocitaria estromal, vacuolizacéo de enterdcitos, infiltracdo de leucadcitos,
degeneracéao celular, destacamento da lamina propria e, de nivel Il: descamacao da
mucosa intestinal e degeneracéo vilosa. A alteracdo de nivel Ill: necrose focal, foi
observada em todos 0s grupos, exceto no controle positivo (Ind). Quanto aos valores
de IAH dos grupos controle PBS (34.33+0.28), controle negativo (Cg) (34.58+0,62) e
controle veiculo (Vh) (33.50+2.16), indicou que este 6rgdo sofreu alteracdes de
moderadas a graves. No entanto, o grupo controle positivo (Ind), apresentou IAH de
8.58+1.18 (Tabela 14), indicando que este 6rgao funcionalmente esta normal.

Nos grupos tratados com EDMNF, o valor de IAH (5.00+£1.52) do grupo tratado
com a dose 10mg/kg, indica normalidade neste 6rgdo. Quanto as alteracdes, foram
em sua grande maioria de nivel | (hipertrofia das Células Epiteliais, hiperplasia das
células Caliciformes, degeneracdo da camada muscular, infiltragdo linfocitaria
estromal, degeneracao celular, destacamento da lamina prépria) e, apenas a
descamacdo da mucosa intestinal, como alteracéo de nivel Il.

Os animais tratados com a dose 100mg/kg, apresentaram alteracdes de nivel
I, dentre elas, hiperplasia das células caliciformes, infiltracdo linfocitaria estromal,
infiltracdo de leucdcitos, degeneracao celular e destacamento da lamina prépria;
apenas uma alteracdo de nivel Il: descamacdo da mucosa intestinal e, IAH de
4.66%1.80, indicando normalidade neste 6rgao.

O grupo tratado com a dose 500mg/kg, apresentou desprendimento do
revestimento epitelial do apice das vilosidades intestinais (1), hiperplasia das células
Caliciformes (1), infiltracdo de leucdcitos (1), destacamento da lamina prépria (Il) e
descamacao da mucosa intestinal (II). O valor de IAH (4.58+1.42) indica normalidade
no orgao.

Os animais tratados com a dose 1000mg/kg, apresentaram os dois niveis de
alteracdes histopatologicas: hiperplasia das células caliciformes (I), degeneracéo da

camada muscular (1), infiltrac&o linfocitaria estromal (), vacuolizagdo de enterdcitos
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(), infiltracdo de leucdcitos (1), encurtamento da lamina prépria (ll), degeneragéo
celular I, destacamento da lamina propria (lIl), o valor de IAH (5.331£1.15) (Tabela 14)
indica que o intestino permaneceu funcionalmente normal.

No grupo tratados com a dose 2000mg/kg, ocorreram alteracdes de nivel I:
infiltracdo de leucdcitos, degeneracdo celular, destacamento da lamina prépria e,
alteracdes de nivel Il: fusdo parcial ou completa de vilosidades. Os valores de IAH do
figado (8.50+0.50) (Tabela 14) indicam que este 6rgdo permaneceu funcionalmente
normal.

Em suma, dentre as principais alteracdes observadas em todos os grupos
destaca-se, a infiltracdo leucocitaria estromal, o destacamento da lamina propria, a
dilatacdo dos vasos nas vilosidades, a hipertrofia das células caliciformes e a
hiperplasia das células epiteliais (Figura 32). Todos os grupos tratados com EDMNF
(10mg/kg (5.00£1.52), 100mg/kg (4.66+£1.80), 500mg/kg (4.58+1.42), 1000mg/kg
(5.33+1.15) e 2000mg/kg (8.50+£0.50)) apresentaram os menores valores de IAH,
guando comparado ao controle negativo (Cg) (34.58+0,62). Ademais todas as doses
de EDMNF foram eficazes na prevencdo de alteracdes causadas por carragenina
(i.p.), visto que, todos os valores de IAH, variaram entre 0 a 10, assim como o controle
positivo (Ind) (8.58+1.18), indicando que este 6rgdo permaneceu funcionalmente
normal (Figura 33 e tabela 14).

Alteracdes histopatologicas: Rins

No que se refere ao tecido renal, a perda do contorno celular ou contorno celular
atipico (), degeneracédo hialina tubular leve (1), hipertrofia das células tubulares (),
obstrucao tubular (), aumento do limen tubular (1) e hiperemia (1), foram as alteracdes
de nivel I e Il (Figura 28), encontradas no grupo controle PBS, com o IAH de 3.41+0.28
(Tabela 14), classificando este 6rgdo com funcionamento normal.

O grupo controle negativo (Cg), apresentou alteracdes histopatologicas de nivel
| e Il: perda do contorno celular ou contorno celular atipico (I), degeneragéo hialina
tubular leve (1), hipertrofia das células tubulares (I), diminuigdo do espaco da céapsula
de Bowman (I), dilatacéo dos capilares glomerulares (1), aumento do limen tubular (1),
degeneracéo hialina tubular severa (ll), degeneragcédo nuclear das células tubulares
(), degeneracéo citoplasmatica das células tubulares (1) e hiperemia (I) (Figura 28),

com IAH de 11.17+2.25, indicando 6rgdo com alteracdes de leves a moderadas.
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Em animais tratados com os veiculos da Indometacina (v.0) e injecdo de
carragenina (i.p.), foram encontradas altera¢des de nivel I, como degeneracao hialina
tubular leve, hipertrofia das células tubulares, desorganizacdo tubular, aumento do
espaco da capsula de Bowman, aumento do limen tubular e, alteracdes de nivel II:
degeneracgéo hialina tubular severa, degeneracao glomerular, degeneracao nuclear
das células tubulares, com valor de IAH dentro da normalidade (6.00£2.25).

O grupo tratado com Indometacina (v.0) e carragenina (i.p), apresentou, IAH de
4.83+0.38, indicando normalidade neste oOrgdo. Quanto as alteracBes, apenas a
hiperemia, do nivel Il e, algumas do nivel I: perda do contorno celular ou contorno
celular atipico, degeneracgdo hialina tubular leve, hipertrofia das células tubulares,
obstrucao tubular, aumento do [imen tubular.

Os grupos tratados com as doses de 10 e 1000mg/kg do EDMNF apresentaram
alteracdes teciduais semelhantes, tanto de nivel | quanto de nivel II: perda do contorno
celular ou contorno celular atipico (I), degeneracao hialina tubular leve (1), hipertrofia
das células tubulares (1), aumento do Iumen tubular (I), obstrucdo tubular (1),
degeneracdo citoplasmatica das células tubulares (1), hiperemia (Il), degeneracéo
hialina tubular severa (Il) e degeneracgéao tubular Il. Os valores de IAH 7.66+1.44 e
1.50+£1.52, respectivamente, indicam que estas alteracbes nao alteraram o
funcionamento deste 6rgao.

Nos grupos tratados com as doses de 100, 500 e 2000mg/kg do EDMNF, os
valores de IAH (4.00+£1.52, 4.66+1.28 e 3.41+0.38) indicam que 0s rins permaneceram
funcionalmente normais. As alteragbes de nivel | e Il também foram semelhantes:
degeneracdo hialina tubular leve (1), hipertrofia das células tubulares (I), obstrucéo
tubular (1), aumento do limen tubular (1), degeneracao hialina tubular severa (ll) e
hiperemia (Il).

De maneira resumida, a degeneracao hialina tubular leve, degeneracéo hialina
tubular severa, aumento do lumen tubular e a degeneracédo tubular, foram as
alteracdes mais comuns em todos os grupos (Figura 32). Além disso, todos 0s grupos
tratados com EDMNF 10 (7.66+1.44), 100 (4.00+£1.52), 500 (4.66+1.28), 1000
(1.50+1.52) e 2000 mg/kg (3.41+0.38), apresentaram 0s menores valores de IAH,
guando comparado ao controle negativo (Cg) (11.17+2.25). Ademais todas as doses

de EDMNF foram eficazes na prevencao de alteracbes causadas por carragenina
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(i.p.), visto que, todos os valores de IAH, variaram entre 0 a 10, assim como o controle
positivo (Ind) (4.83+£0.38) (Figura 33 e tabela 14).

5.3.2.5.2 Teste de edema abdominal induzido por dextrana

Alteracdes histopatologicas: Figado

Na analise histopatolégica do figado, o grupo controle SS (solugéo salina via
oral + solucéo salina via intraperitoneal), ndo apresentou alteracdes, portanto o valor
de IAH foi de (0.25+£0.50). No grupo controle negativo (Dex) (solucéo salina via oral +
dextrana via intraperitoneal), o valor de IAH (1.75+0.95) indicou que o figado
permaneceu funcionalmente normal e, observou-se apenas alteragfes de estagio I:
aumento do volume celular, intensa vacuolizacdo citoplasmatica e diminuicdo do
glicogénio.

O grupo controle positivo (Cp) tratado previamente com Ciproeptadina via oral
e injecdo intraperitoneal de dextrana, apresentou alteracdes de estagio | e Il, como,
perda ou atipia do contorno nuclear (1), intensa vacuolizacéo citoplasmatica (1), atrofia
nuclear (1), hiperemia (1), o valor de 1AH (1.25+0.95) indica que estas alteracdes nao
influenciaram no funcionamento deste 6rgao.

Quanto as alteracdes hepéticas, encontradas no grupo tratado com EDMNF 80
mg/kg, foi observado apenas intensa vacuolizacdo citoplasmatica, alteracdo de
estagio I, considerada como normal, com IAH de 0.50+0.57. As principais alteracdes
identificadas neste tecido estdo descritas na figura 34, e os valores de IAH na figura
35 e na tabela 15.
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Figura 34 - Secéo longitudinal do figado, rins e intestino de zebrafish (Danio rerio) adulto, na avaliacédo
do efeito do EDMNF sobre as altera¢gfes histopatoldgicas no teste de edema abdominal induzido por
dextrana. Todas as figuras foram aumentadas em 400 x, H e E. A e B mostrando tecido hepatico; C e
D mostrando tecido renal; E e F mostrando tecido intestinal, mostrando principais alteragdes, AN atrofia
nuclear, AtN atipia nuclear, VAC intensa vacuolizacdo citoplasmatica, DGHL degeneracdo hialina
tubular leve, DGHS degeneracédo hialina tubular severa, ALT aumento do limen tubular, DgT
degeneracéo tubular, HtCT hipertrofia das células tubulares, ILe infiltracdo leucocitaria estromal, ILi
infiltracao linfocitaria, DVV dilatagédo dos vasos nas vilosidades.

Fonte: A autora (2022).
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Figura 35 - Efeito da administracdo oral de solugdo salina (2ul, controle SS e Dex), ciproeptadina
(10mg/kg, controle Cp), EDMNF 80mg/kg sobre o indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH) em
figado, intestino e rins de zebrafish (Danio rerio) adultos, com aplicagdo de dextrana via intraperitoneal
(100 pg, 20 pL). Os dados sdo apresentados como média + DP (n=9/ grupo); * p <0,05 para grupo
normal. A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste postthoc de

Tukey. Fonte: A autora (2022).

Tabela 15 - Distribuicdo dos valores de IAH para cada 6rgdo de zebrafish adulto, no
teste de edema abdominal induzido por dextrana.

Orgéaos (IAH) Controle SS

Controle Dex Controle Cp EDMNF 80 mg/kg

Figado 0,25+0,50
Intestino 0,25+0,50
Rins 0,25%0,50

1,75+0,95 1,25+0,95 0,50+0,57
2,50+0,57 5,25+0,50 1,75+0,95
3,00+0,81 2,50+0,57 1,75+0,95

Fonte: A autora (2022).

Alteracdes histopatolégicas: Intestino

Na andlise do tecido intestinal, todos 0s grupos apresentaram apenas

alteracdes de nivel I. A hipertrofia das Células Epiteliais, foi a Unica alteracédo

apresentada pelo grupo controle SS, com o IAH igual a zero (0.25+0.50). O grupo

115



controle negativo (Dex), com IAH de 2.5+0.57, apresentou dilatagdo dos vasos
presentes nas vilosidades, infiltraco linfocitaria estromal e infiltragéo de leucacitos.

A maioria das alteracdes foi observado no grupo controle positivo (Cp), com
IAH de 5.25+0.50, apresentou, dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades,
hipertrofia das Células Epiteliais, hiperplasia das células Caliciformes, infiltracdo
linfocitaria estromal, vacuolizacdo de enterdcitos, infiltracdo de leucdcitos,
degeneracéo celular, todas de estagio I.

No grupo tratado com EDMNF 80mg/kg, observou-se as seguintes alteracdes
de estagio I: dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades, hipertrofia das Células
Epiteliais e infiltrag&o de leucdcitos, com valor de IAH 1.75+£0.95. Todos os valores de
IAH estabelecidos para o tecido intestinal, indicaram que este 6rgdo se manteve
funcionalmente normal. As principais alteracdes identificadas neste tecido estéo

descritas na figura 34, e os valores de IAH na figura 35 e na tabela 15.

AlteracOes histopatologicas: Rins

No tecido renal, a degeneracédo hialina tubular leve (I), foi a Unica alteracéo
apresentada pelo grupo controle SS, com o IAH igual a zero (0.25+£0.50). Em relagéo
ao grupo controle negativo (Dex), o IAH de 3,00+0,81, demonstrou que 0s rins,
permaneceram funcionalmente normais e, as alteracdes observadas foram apenas de
estagio |: degeneracdo hialina tubular leve, hipertrofia das células tubulares,
diminuicdo do espaco da capsula de Bowman, dilatacdo dos capilares glomerulares,
aumento do lamen tubular.

Dentre as altera¢cOes apresentadas pelo grupo controle positivo (Cp), observou-
se degeneracdo hialina tubular leve 1, hipertrofia das células tubulares |, aumento do
[imen tubular 1, degeneracdo hialina tubular severa Il; estas alteracbes ndo foram
capazes de influenciar no funcionamento deste 6rgéo, pois o valor de IAH (2,50+0,57)
indica normalidade no tecido renal.

No grupo tratado com EDMNF 80 mg/kg via oral e injecdo de dextrana via
intraperitoneal, com o IAH de 1,75+0,95, foram observados apenas alteragcbes de
estagio I, que ndo provocaram danos ao tecido, dentre elas: degeneracdo hialina
tubular leve, diminuicdo do espaco da capsula de Bowman, dilatacdo dos capilares
glomerulares, aumento do Iumen tubular. As principais altera¢es identificadas neste

tecido estdo descritas na figura 34, e os valores de IAH na figura 35 e na tabela 15.
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Observa-se que o grupo tratado com EDMNF 80 mg/kg em todos os tecidos
analisados neste teste, apresentou os menores valores de IAH, variando entre
0.50£0.57 e 1.75+0.95, quando comparado ao controle negativo (Dex). De acordo com
os valores de IAH, o tratamento com EDMNF 80mg/kg foi tdo eficaz e/ou melhor
quanto o controle positivo (Cp) (10mg/kg) na prevencao de alteragdes histopatoldgicas
em todos os 6rgdos analisados.

5.3.2.5.3 Teste de edema abdominal induzido por histamina

Alteracdes histopatoldgicas: Figado

Os resultados da andlise histolégica do figado no teste de edema abdominal
induzido por histamina, identificou que o grupo controle SS (soluc&o salina via oral +
solucéo salina via intraperitoneal), ndo apresentou alteracdes, portanto o valor de IAH
foi de (0.25+0.50).

No grupo controle negativo (Hist) (solugéo salina via oral + histamina via
intraperitoneal), o valor de IAH (1.75+0.95) indicou que o figado permaneceu
funcionalmente normal e, observou-se apenas alteracdes de estagio |: perda ou atipia
do contorno nuclear, intensa vacuolizacdo citoplasmatica e aumento da frequéncia
relativa de vasos sanguineos.

O grupo controle positivo (Cp) tratado previamente com Ciproeptadina via oral
e injecdo intraperitoneal de dextrana, apresentou apenas alteracbes de estagio I
como, intensa vacuolizacdo citoplasmatica e aumento da frequéncia relativa de vasos
sanguineos, o valor de IAH (1.25+0.95) indica que estas altera¢des nao influenciaram
no funcionamento deste 6rgao.

No grupo tratado com EDMNF 80mg/kg, foi observado apenas alteracdes
hepaticas de estagio |: perda ou atipia do contorno nuclear, aumento do volume
celular, intensa vacuolizagao citoplasmatica, aumento da frequéncia relativa de vasos
sanguineos. Os valores de IAH 0.50+0.57, significam normalidade neste 6rgéo. As
principais alteracdes identificadas neste tecido estdo descritas na figura 36, e 0s

valores de IAH na figura 37 e na tabela 16.

117



/ N4 et i 8 :

Figura 36 - Sec¢éo longitudinal do figado, rins e intestino de zebrafish (Danio rerio) adulto, na avaliacéo
do efeito do EDMNF sobre as alterac@es histopatoldgicas no teste de edema abdominal induzido por
histamina. A e B mostrando tecido hepético; C e D mostrando tecido renal; E e F mostrando tecido
intestinal, mostrando principais alteracbes, AN atrofia nuclear, VAC intensa vacuolizagdo
citoplasmatica, DGHL degeneracdo hialina tubular leve, ALT aumento do limen tubular, HtCE
hipertrofia das células epiteliais, ILi infiltragao linfocitaria, DVV dilata¢@o dos vasos nas vilosidades, DLP
destacamento da lamina prépria. Todas as figuras foram aumentadas em 9400, H e E.

Fonte: A autora (2022).
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Figura 37 - Efeito da administragdo oral de solugdo salina (2ul, controle SS e Hist), ciproeptadina
(10mg/kg, controle Cp), EDMNF 80mg/kg sobre o indice de alterac6es histopatolégicas (IAH) em
figado, intestino e rins de zebrafish (Danio rerio) adultos, com aplicacéo de histamina via intraperitoneal
(50ug, 20uL). Os dados séo apresentados como média £ DP (n=9/ grupo); * p <0,05 para grupo normal.
A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste postthoc de Tukey.
Fonte: A autora (2022).

Tabela 16 - Distribuicdo dos valores de IAH para cada 6rgdo de zebrafish adulto, no
teste de edema abdominal induzido por histamina

Org&os (IAH) Controle SS Controle Hist Controle Cp  EDMNF 80 mg/kg

Figado 0,25+0,50 1.75+0.95 1.25+0.50 1.75+0,95
Intestino 0,25+0,50 13.00+1.88 11.2+0.95 3,00+0,81
Rins 0,25+0,50 2.75+0.95 2.75+0,50 1.25+0,50

Fonte: A autora (2022).

AlteracOes histopatoldgicas: Intestino

Na analise do tecido intestinal, o grupo controle SS, com o IAH igual a zero
(0.25+0.50), ndo apresentou nenhuma alteracéo tecidual. O grupo controle negativo
(Hist), com IAH de 13.0+1.8, apresentou alteragdes teciduais leves a moderadas,
como, dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades, hipertrofia das células epiteliais,
hiperplasia das células Caliciformes, infiltracdo linfocitaria estromal e infiltracdo de
leucocitos, todas de estagio | e, apenas deslocamento da lamina propria, como
alteracéo de estagio |l.

As alteracdes observadas no grupo controle positivo (Cp), dilatacdo dos vasos
presentes nas vilosidades (1), hipertrofia das células epiteliais (I) e deslocamento da
lamina propria (lI), com IAH de 11.2+0.95, foram classificadas como leves a
moderadas.

No grupo tratado com EDMNF 80 mg/kg, observou-se apenas alteracdes de
estagio I: dilatagdo dos vasos presentes nas vilosidades, hipertrofia das Células
Epiteliais, hiperplasia das células Caliciformes, infiltragdo linfocitaria estromal, e
infiltracdo de leucécitos, com valor de IAH 3.00+£0.81, indicam que este 6rgdo se
manteve funcionalmente normal. As principais altera¢des identificadas neste tecido

estao descritas na figura 36, e os valores de IAH na figura 37 e na tabela 16.
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Alteracdes histopatologicas: Rins

No tecido renal, o grupo controle SS, com o IAH igual a zero (0.25+£0.50), n&o
apresentou nenhuma alteracao tecidual. Em relac&o ao grupo controle negativo (Hist),
o IAH de 2.75+0.95, demonstrou que os rins, permaneceram funcionalmente normais
e, as alteragcbes observadas foram apenas de estagio I: degeneracao hialina tubular
leve |, hipertrofia das células tubulares I, diminuigdo do espac¢o da cidpsula de Bowman
I, dilatacdo dos capilares glomerulares |I.

Dentre as alteracfes apresentadas pelo grupo controle positivo (Cp), observou-
se apenas de estagio |: degeneracdo hialina tubular leve, hipertrofia das células
tubulares e aumento do lumen tubular, estas alteragcbes ndo foram capazes de
influenciar no funcionamento deste 6rgéo, pois o valor de IAH (2.75+0.50) indica
normalidade no tecido renal.

No grupo tratado com EDMNF 80mg/kg via oral e injecdo de histamina via
intraperitoneal, com o IAH de 1,25+0.50, foram observados apenas duas alteracoes
de estagio |, que ndo provocaram danos ao tecido, sdo elas: degeneracdo hialina
tubular leve e hipertrofia das células tubulares. As principais alteracdes identificadas
neste tecido estéo descritas na figura 36, e os valores de IAH na figura 37 e na tabela
16.

Nota-se que o grupo tratado com EDMNF 80mg/kg em todos os tecidos
analisados neste teste, apresentou os menores valores de IAH, variando entre
1.25+0.50 e 3.00£0.81, quando comparado ao controle negativo (Hist). O tratamento
com EDMNF (80mg/kg) foi tdo eficiente e/ou superior quanto o controle positivo (Cp)
(10 mg/kg) na prevencao de alteracdes histopatoldgicas no intestino e rins.

5.3.2.5.4 Teste de edema abdominal induzido por prostaglandina E2

Alteracdes histopatologicas: Figado

Os resultados da analise histolégica do figado no teste de edema abdominal
induzido por prostaglandina (PGE2), identificaram que, o grupo controle SS (solugao
salina via oral + solugéo salina via intraperitoneal), apresentou apenas, perda ou atipia
do contorno nuclear, como alteracdo de estagio |, portanto o valor de IAH foi de
(0.25£0.50), indicando normalidade neste orgéao.

O grupo controle negativo (PGE2) (solugdo salina via oral + PGE2 via

intraperitoneal), com o valor de IAH (5.00+1.41) indicou que o figado permaneceu
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funcionalmente normal e, observou-se apenas altera¢gdes de estagio |: perda ou atipia
do contorno nuclear, aumento do volume celular, intensa vacuolizacdo citoplasmatica
e diminuicéo do glicogénio.

No grupo controle positivo (Ind) tratado previamente com Indometacina via oral
e injecao intraperitoneal de PGE2, observou-se apenas alteracdes de estagio I: como,
perda ou atipia do contorno nuclear, aumento do volume celular e intensa
vacuolizacdo citoplasmatica, o valor de IAH (3.75+0.95) indica que estas alteractes
nao influenciaram no funcionamento deste érgéao.

O grupo tratado com EDMNF 80mg/kg, apresentou alteracdes hepéticas de
estagio I: perda ou atipia do contorno nuclear e celular, intensa vacuolizacao
citoplasmatica e diminuicdo do glicogénio. Atrofia nuclear, foi a Unica alteracdo de
estagio Il observada neste grupo. Os valores de IAH 2.25+0.95, significam
normalidade neste 6rgdo. As principais alteracfes identificadas neste tecido estdo
descritas na figura 38, e os valores de IAH na figura 39 e na tabela 17.

AR : v R £ 3, At el Ty )
Figura 38 - Sec¢éo longitudinal do figado, rins e intestino de zebrafish (Danio rerio) adulto, na avaliacéo
do efeito do EDMNF sobre as alterac8es histopatolégicas no teste de edema abdominal induzido por
prostaglandina (PGE2). A e B mostrando tecido hepatico; C e D mostrando tecido renal; G e H
mostrando tecido intestinal, mostrando principais alteracdes, AN atrofia nuclear, VAC intensa
vacuolizacao citoplasmatica, DGHL degeneracao hialina tubular leve, DEB diminui¢cdo do espago da
capsula de Bowman, DCG dilatacdo dos capilares glomerulares ALT aumento do limen tubular, DgT
degeneracdo tubular, ILe infiltracdo leucocitaria estromal, DLP destacamento da lamina prépria, DVV
dilatacdo dos vasos nas vilosidades, HpCE hiperplasia das células epiteliais. Todas as figuras foram
aumentadas em 400 x, H e E.

Fonte: A autora (2022).
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Figura 39 - indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH) em figado, intestino e rins de zebrafish (Danio
rerio) adultos, na avaliagédo do efeito do EDMNF sobre as altera¢gBes histopatolégicas no teste de edema
abdominal induzido por prostaglandina (PGE2). Os dados sdo apresentados como média £ DP (n=9/
grupo); * p <0,05 para grupo normal. A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way
seguida do teste postthoc de Tukey.

Fonte: A autora (2022).

Tabela 17 — Distribuicdo dos valores de IAH para cada érgao de zebrafish adulto, no
teste de edema abdominal induzido por prostaglandina E2

Orgdos (IAH) Controle SS C(;rglrzole Controle Ind EDMNF 80 mg/kg
2

Figado 0,25+0,50 5.00+1.41 3.75+0,95 2.25+0,95

Intestino 0,25+0,50 14.50+2.88 4.75+0,50 3,50+£0,57

Rins 0,25+0,50 4.50+0,57 3.25+0,50 2.75+0,50

Fonte: A autora (2022).

Alteracdes histopatoldgicas: Intestino
Na analise do tecido intestinal, o grupo controle SS, com o IAH igual a zero
(0.25+0.50), ndo apresentou nenhuma alteracéo tecidual. O grupo controle negativo

(PGE2), com IAH de 14.50+2.88, apresentou altera¢des teciduais leves a moderadas,
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como, dilatagdo dos vasos presentes nas vilosidades, hipertrofia das células epiteliais,
hiperplasia das células Caliciformes, infiltrag&o linfocitaria estromal, vacuolizacdo de
enterocitos, infiltracdo de leucocitos e edema, todas de estagio | e, apenas
deslocamento da lamina propria, como alteracéo de estagio Il.

As alteracdes observadas no grupo controle positivo (Ind), dilatagdo dos vasos
presentes nas vilosidades (l), hipertrofia das células epiteliais (l), hiperplasia das
células Caliciformes (1), infiltracdo linfocitaria estromal (1), infiltracdo de leucaocitos (1) e
deslocamento da lamina propria Il, com IAH de 4.75+0.50, foram classificadas como
normais.

No grupo tratado com EDMNF 80mg/kg, observou-se alteracdes de estégio I:
dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades, hipertrofia das Células Epiteliais,
hiperplasia das células Caliciformes, infiltracdo linfocitaria estromal, vacuolizacdo de
enterdcitos, infiltracdo de leucdcitos e, e deslocamento da lamina propria de estagio
II, com valor de IAH 3.50+0.57, indicam que este 6rgdo se manteve funcionalmente
normal. As principais alteracdes identificadas neste tecido estdo descritas na figura
38, e os valores de IAH na figura 39 e na tabela 17.

Alteracdes histopatologicas: Rins

No tecido renal, o grupo controle SS, com o IAH igual a zero (0.25+£0.50), né&o
apresentou nenhuma alteracdo tecidual. Em relagcdo ao grupo controle negativo
(PGE2,), o IAH de 4.50+0.57, demonstrou que o0s rins, permaneceram funcionalmente
normais e, as alteracdes observadas foram apenas de estagio I: degeneracéo hialina
tubular leve e hipertrofia das células tubulares.

Dentre as alteracdes apresentadas pelo grupo controle positivo (Ind), observou-
se apenas de estagio |: degeneracdo hialina tubular leve, hipertrofia das células
tubulares, diminuicdo do espaco da capsula de Bowman, dilatacdo dos capilares
glomerulares e aumento do limen tubular, estas alteracbes ndo foram capazes de
influenciar no funcionamento deste 6rgdo, pois o valor de IAH (3.25+0.50) indica
normalidade no tecido renal.

No grupo tratado com EDMNF 80mg/kg via oral e injecdo de PGE2 via
intraperitoneal, com o IAH de 2.75+0.50, foram observados alteracdes de estagio | e
II, que ndo provocaram danos ao tecido, sao elas: hipertrofia das células tubulares (1),

diminuicdo do espaco da cdpsula de Bowman (1), dilatagdo dos capilares glomerulares
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(), aumento do ltmen tubular (1), degeneracéo citoplasmética das células tubulares
(I) e degeneracéo nuclear das células tubulares (ll).

Destaca-se que o grupo tratado com EDMNF 80mg/kg em todos os tecidos
analisados neste teste, apresentou os menores valores de IAH, variando entre
2.2520.95 e 3.50+0.57, quando comparado ao controle negativo (PGE2). EDMNF
80mg/kg, conforme mostrado na figura 39 e tabela 17, foi tdo eficaz e/ou superior
guanto o controle positivo (Ind) 10mg/kg na prevencéao de alteracdes histopatolégicas
em todos os Orgaos. As alteracbes observadas, descritas na figura 38, ndo foram
capazes de causar a perda da funcéo dos tecidos.

Fundamentado nos resultados da andlise histopatoldgica descritos acima, 0s
grupos tratados com EDMNF nas doses de 100 e 500mg/kg, foram as doses mais
eficazes na prevencdao de alteracdes histopatolégicas causadas pela carragenina (i.p.)
no figado, assim como, a DE50 (80mg/kg) do EDMNF, foi eficaz na prevencéo de
alteracbes histopatologicas no figado, ocasionadas pela injecéo (i.p.) de dextrana,
histamina e PGE2.

O figado é fundamental para a realizacdo do processo de metabolizacédo de
drogas, desintoxicacdo de substancias, biotransformacdo e eliminacdo de
xenobibticos, principalmente na forma de conjugados, sem maiores consequéncias,
contudo, dependendo do tipo de substancia e/ou concentracdo, podem lesionar o
figado de diversas maneiras (CARVALHO, 2018; KULKARNI, 1994 apud RABELO,
2008). O figado do zebrafish apresenta aspectos estruturais e funcionais, semelhante
ao dos mamiferos, logo, sua histopatologia pode ser comparada a de mamiferos
(SOUZA et al., 2019). Portanto, qualquer disfuncdo no tecido hepatico pode ser
prejudicial ao animal e até provocar a morte (CARVALHO et al., 2018)

Na avaliacdo histopatolégica foram observadas alteracées nos hepatdcitos e
vasos sanguineos em todos os grupos tratados com EDMNF e que receberam injecéo
(i.p.) dos agentes inflamatorios (carragenina, dextrana, histamina e PGE2). Algumas
alteracdes na morfologia celular do figado, refletem o aumento da atividade funcional
deste 6rgdo. O aumento do volume celular dos hepatdcitos e a perda ou atipia do
contorno celular e nuclear, encontradas em todos os grupos, sao alteracdes que
caracterizam o aumento da metabolizacdo hepatica (SILVA, 2004; VLIEGENTHART
et al., 2014).
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A intensa vacuolizagéo citoplasmatica nos hepatocitos, alteracéo presente em
todos os grupos, segundo Rigolin-S& (1998), pode ser explicada pela diminuicdo da
concentracdo do glicogénio e aumento da quantidade de lipidios no figado e que
estes, por sua vez, podem se combinar com agentes toxicos, 0s quais se acumulariam
nos hepatécitos, podendo alterar o funcionamento normal do 6rgdo. A degeneragéo
citoplasmatica, atrofia nuclear e hiperemia, sé@o retratadas por Silva (2004) e Borges
et al. (2018), como um mecanismo de defesa a agentes toxicos, onde o figado na
tentativa de adaptacdo, aumento o fluxo sanguineo, que consequentemente, libera
mais nutrientes, oxigénio e macrofagos para as areas danificadas, evitando a hipoxia
e auxiliando no processo de desintoxicacao (TAKASHIMA; HIBIYA, 1984; CARVALHO
et al., 2018).

A alteracdo necrose focal, observada somente no grupo controle negativo
Carragenina, controle positivo Indometacina e nos grupos tratados com EDMNF (10 e
1000 mg/kg), no teste de edema abdominal induzido por carragenina, segundo Robins
e Contran (2005) esta alteracdo no tecido hepético esta relacionada aos processos de
intoxicacao, visto que, o figado € o principal metabolizador de xenobidticos em
zebrafish, sendo a expressédo da gravidade da leséo proporcional ao tipo de leséo,
duracdo, severidade da agressao e estado fisiolégico.

North et al. (2010) observaram a presenca de necrose em larvas de zebrafish
sob tratamento com paracetamol. Poleksic; Karan (1999) relataram a presenca de
necrose nos hepatécitos de carpas. Carvalho et al. (2018) observou necrose nos
hepatocitos de zebrafish e, expde a importancia de estudos histopatolégicos para
analisar os danos causados, uma vez que, o figado desempenha um papel importante
no armazenamento de energia e outros processos metabdlicos.

As alteracdes hepaticas encontradas neste estudo podem ser resultado da
associacao dos tratamentos via oral do EDMNF e/ou farmacos padrées com a injecao
intraperitoneal dos agentes inflamatorios, visto que, a administracdo de duas
substancias diferentes, levando em consideracdo que alguns compostos possuem um
metabolismo complexo, isto requer uma extensa atividade hepatica, podendo causar
danos e influenciar na estrutura celular deste érgdo (FERREIRA et al., 2019).

O intestino do zebrafish € composto por trés divisdes funcionais, a porcéo
anterior, também conhecido como bulbo intestinal, média e posterior. Devido a

auséncia de estbmago neste animal, o bulbo intestinal, atua como principal local de
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digestéo de proteinas e lipideos e, possui importante papel na absor¢cdo de nutrientes
(DAMMSKI; MULLER, 2011). Estes processos sdo realizados por células mucosas,
células inflamatorias e por enterdcitos, presentes na camada mucosa, que atraves do
epitélio intestinal, além de promoverem absorcédo de nutrientes, atuam na resposta
imune, na reciclagem de enzimas e no equilibrio osmaético (HOLDEN; LAYFIELD;
MATTHEWS, 2013).

Em relacdo ao estudo histopatoldgico do intestino todos os grupos tratados com
EDMNF (10, 100, 500, 1000 e 2000mg/kg, e a DE50=80mg/kg) foram eficazes na
prevencéao de alteragcdes causadas por carragenina, dextrana, histamina e PGE2 (i.p.),
visto que, todos os valores de IAH, variaram entre 0 a 10, assim como o0 controle
positivo indometacina e ciproeptadina, indicando que estes 6rgdos permaneceram
funcionalmente normais. Entretanto, a infiltracéo linfocitaria, destacamento da lamina
propria, infiltracdo leucocitéria estromal e dilatagdo dos vasos nas vilosidades, foram
as alteracdes histolégicas comuns em todos 0s grupos, que provavelmente s&o
decorrentes da injecao intraperitoneal nos animais, pois segundo Carvalho et al.
(2018), a injecdo intraperitoneal é considerada uma técnica invasiva, que pode
lesionar o intestino, ocasionando inflamac&o na lamina propria intestinal e infiltracéo
leucocitaria no tecido epitelial.

A anatomia glomerular e a funcéo dos rins do zebrafish sdo similares aos dos
humanos (DAMMSKI; MULLER, 2011). Os rins s&o 6rgdos que estdo diretamente
relacionados ao metabolismo de farmacos, sendo responsaveis pela filtracdo e
eliminagcdo de seus metabdlitos, determinando o tempo de meia-vida destas
substancias no organismo humano (FERREIRA et al., 2019). Os rins do zebrafish
adulto atuam no controle da homeostase, na eliminacdo da agua que entra no peixe
pela boca, e na excrecdo de substancias através da filtracdo glomerular, secrecao
tubular ativa e reabsorcéo tubular passiva (BORGES et al., 2018; FERREIRA et al.,
2019; HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2013).

Na andlise do tecido renal os valores de IAH, variaram entre 0 a 10, em todos
0S grupos tratados com EDMNF (10, 100, 500, 1000 e 2000 mg/kg, e a DE50=80
mg/kg), indicando sua eficacia na prevencéo das alteracdes causadas pelos agentes
inflamatorios carragenina, dextrana, histamina e PGE2 via intraperitoneal, no entanto,
algumas alteracdes nos glomérulos e tubulos renais foram observadas. Os rins do

zebrafish quando expostos a substancias toxicas desencadeiam disfuncbes
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metabdlicas que indiretamente podem causar alteracdes tubulares (CARVALHO et al.,
2017).

O aumento do lumen tubular, € uma alteracdo estrutural observada neste
estudo, que segundo Carvalho et al., (2017) pode estar relacionada a hipercromasia,
eosinofilia e apoptose celular. Estas condi¢des levam a proliferagdo desordenada das
células tubulares, que ocorre quando em contanto com substancias toxicas, como
mecanismo compensatorio. Neste contexto, a degeneracdo hialina tubular leve,
caracterizada pelo aumento da quantidade de granulos eosinofilicos no citoplasma
das células tubulares, pode estar relacionada a reabsor¢cdo do excesso de proteinas
sintetizadas pelos glomérulos (CARVALHO et al., 2017). Todavia, estas lesdes
relacionadas a estrutura do limen renal, ndo alteraram o funcionamento dos rins. Com
base nos resultados obtidos as principais alteracbes encontradas nos tecidos
hepético, intestinal e renal, que estdo descritas na figura, ndo provocaram danos

irreversiveis, que ocasionasse o comprometimento funcional destes érgaos.

5.3.2.6 Docking molecular do composto lactona desidromevalGnica em alvos
biolégicos relacionados ao processo inflamatorio

Diante dos resultados obtidos, investigou-se através do docking molecular, o
modo de interacdo entre a Lactona desidromevalbnica (identificada no EDMNF por
GC-MS, os alvos biolégicos COX-1 e COX-2, para prever a afinidade das interacdes
com esses alvos, e assim verificar seu possivel envolvimento no efeito anti-
inflamatério apresentado pelo EDMNF.

O docking molecular € uma simulacdo computacional que avalia e analisa
detalhadamente a formacéo de complexos receptor-ligante, e que utiliza os resultados
para screening virtual e/ou entender mecanismos de acdo (CUNHA et al. 2006; VEJA-
TEIJIDO; CARACELLI, ZUKERMAN-SCHPECTOR, et al. 2006). Nos estudos de
pesquisa em quimica computacional, os métodos de ancoragem molecular estéo
sendo cada vez mais utilizados como estratégias na descoberta de novos candidatos
a farmacos (HAGE-MELIM et al. 2019).

Nos estudos de docking molecular os valores de RMSD calculados na
validagcdo, sdo necessarios para se obter a acuracia das melhores poses de encaixes
em comparacdo com as poses obtidas diretamente do PDB, simulando um
experimento real. Os valores de RMSD obtidos no docking das enzimas

Ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) foram menores que 2 A (YUSUF et al., 2008),
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sendo considerados satisfatorios. A estrutura COX-1 obteve RMSD de 0,515 A e a
COX-2 obteve RMSD de 0,461 A.

Na simulacdo de docking com a Lactona desidromevalonica e os ligantes
complexados dos alvos, foram utilizados para analise das interacdes, os resultados
gue obtiveram maior valor de GoldScore, pois indica melhor encaixe (HAGE-MELIM
et al., 2019).

As Ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) convertem o acido araquidonico (AA)
para prostaglandina H2 (PGH2), que posteriormente servira como substrato para as
enzimas prostaglandina sintase, que sdo responsaveis pela producdo das cinco
principais prostaglandinas bioativas geradas in vivo, PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2
(prostaciclina) e TXA2 (tromboxano) (SIDHU et al., 2010; HATA; BREYER 2004). As
prostaglandinas produzidas via COX-1, sdo responsaveis por algumas funcdes
fisiologicas de protecdo, enquanto as geradas via COX-2, sdo sintetizadas apos
estimulos inflamatorios e traumas tissulares, desempenhando papel fundamental em
estados de doenca, incluindo cancer, inflamacdo, doencas cardiovasculares e
hipertensédo. A maioria dos AINES sdo ndo-seletivos e atuam inibindo tanto COX-1
quanto COX-2. Entretanto, a supressao da COX-1 esta associada aos efeitos
colaterais. A busca e desenvolvimento por novos compostos com atividade anti-
inflamatéria deve lidar com um ténue equilibrio de inibicdo entre COX-1 e COX-2, sem
inibir totalmente esta ultima, sendo que o mais favoravel seria ndo formar complexo
com a COX-1 (HATA; BREYER, 2004).

Nas interagOes realizadas entre cada ligante, a Lactona desidromevalbnica e 0
inibidor complexado: nimesulida, com o alvo COX-1; o ligante complexado, o farmaco
Nimesulida, obteve um GoldScore igual a 74,11 e a Lactona desidromevalbnica em
comparacao obteve um valor abaixo dessa estrutura, apresentando GoldScore igual
a 38,98 (Tabela 18). Quanto as interacbes intermoleculares com os aminoacidos do
sitio de ligacdo, necessarios para inibir esse alvo (COX-1) e desempenhar o efeito
anti-inflamatorio, a Lactona desidromeval6nica obteve o mesmo valor de interacdes
gue a molécula complexada: nimesulida (Tabela 18). No entanto, a estrutura
nimesulida obteve mais interacbes com o0s aminoacidos do sitio de ligacéo,
interagindo com os residuos Arg120 e lle523, com interac¢des hidrofobicas, enquanto,
a Lactona desidromevalbnica interagiu somente com o lle523, com interagfes
hidrofoébicas (Tabela 18 e Figura 40A)
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Tabela 18 - Interacbes moleculares entre a COX-1, ligante complexado e lactona
desidromevaldnica

Molécula Residuos AA Tipo ole GoldScore
Interacdes
Ligante ) ) ) 2 Hydrogen Bond;
Complexado: Argllzlg’slée;i?sé%?ﬁzz’ 1 Eletrostatic; 74,11
Nimesulida ' : 5 Hydrophobic;
Lactona
: - Ser530; Alab27; Leu384, .
des'droge"a'on' Met522, 11e523; Tyr385; 17sz$geﬁ(?&2q, 38,98
Trp387;: Phe518: ydrophopic,
Fonte: A autora (2022).
A A"::) B
IE VAL
AS523 A'S23
TYR
A385
MET
MET PHE A:522
AS22 A518 TYR ALA
SER ALA S AP'?tEs o
A'S30 A:527 TRP

LEUV A:387
A384

-t

Figura 40 - Docking molecular entre a lactona desidromeval6nica e a COX-1 (A) e COX-2 (B) em
formato 2D
Fonte: A autora (2022).

No modo de interacdo entre o alvo COX-2 e os ligantes, o complexado: &cido
meclofenamico e a Lactona desidromeval6nica, o valor de GoldScore da estrutura do
acido meclofenamico (70,29) foi superior ao da Lactona desidromeval6nica (33,85)
(Tabela 19), o que demonstra que o complexado possui melhor acoplamento com
esse alvo (Chandak et al. 2014). Assim como, nas interacbes moleculares, o0 acido
meclofenamico obteve maior nimero de intera¢des, quando comparado a Lactona
desidromevaldnica, com o alvo COX-2 (Tabela 19 e Figura 40B). Os dois ligantes
submetidos ao docking obtiveram apenas interacdo com um dos aminoacidos

importantes do sitio de ligacdo, o residuo Try385. Por conta disso, desempenham
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possivel efeito que pode causar inibicdo nessa enzima (COX-2) (Orlando e Malkowski
2016). Os resultados in silico demonstraram o envolvimento da substancia Lactona
desidromevaldnica na inibicdo das isoformas COX-1 e COX-2, com valores de

GoldScore semelhantes.

Tabela 19 - InteracBes moleculares entre a COX-2, ligante complexado e a lactona
desidromevaldnica

Tipo de

Molécula Residuos AA - GoldScore
Interacoes
Corl;:g?eri[zdo Leu352; Val349; Tyr385; 2 Hydrogen Bond;
Arz;ido ) Met522; 1le523; Gly526; 1 Eletrostatic; 70,29
- Ala527; Ser530; Leu531; 8 Hydrophobic;
Meclofenamico
Lactona
desidromevaloni [le523; Tyr385; Trp387; 1 HydrogenBond; 33.85
ca Phe518; Met522; Ala527; 5 Hydrophobic; ’

Fonte: A autora (2022).

Portanto, analisando este conjunto de resultados, de acordo com Roome et al.,
(2008) e Coelho-De-Souza et al., (2021) é possivel inferir que o EDMNF atue nos
eventos vasculares e celulares da inflamacéo, provavelmente pela inibicdo da sintese,
liberacdo e/ou acdo destes mediadores sobre o0s seus respectivos receptores,

envolvendo as isoformas COX-1 e COX-
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

* Os resultados deste estudo demonstraram que o EDMNF apresenta atividade
anti-inflamatéria significativa, inclusive desencadeando um efeito dose-dependente.

+ EDMNF apresentou atividade antiedematogénica no modelo de edema
abdominal induzido por diferentes agentes inflamatérios (carragenina, dextrana,
histamina e prostaglandina E2)

 Os resultados apontam que o efeito anti-inflamatério de EDMNF é mediado
através de mecanismos que envolvem a inibicdo dos mediadores inflamatérios
histamina e prostaglandina E2.

« Embora nenhum composto tenha sido isolado e testado, a acdo anti-
inflamatéria do EDMNF, pode ser confirmado pelos estudos in silico, no qual, o
composto lactona desidromevaldnica, identificado no EDMNF por GC/MS, exibiu
interacbes com os alvos terapéuticos COX-1 e COX-2.

* Analisando este conjunto de resultados, é possivel inferir que o EDMNF atue
nos eventos vasculares e celulares da inflamacéo, provavelmente pela inibicdo da
sintese, liberacao e/ou acéo destes mediadores sobre 0s seus respectivos receptores,
envolvendo as isoformas COX-1 e COX-2.

» Este estudo reflete a potencialidade de fungos endofiticos isolados da E.

oleracea, na producdo de compostos com atividade anti-inflamatoria.
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