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leucécitos |; CD: degeneracao celular Il; CSFL: fuséo
completa das lamelas I; Necrose Ill; Aneurisma II; Fibrose
lll. E: 9g/kg apresentando ER: ruptura epitelial 1l; DEC:
afastamento das células epiteliais I; HM: hemorragia Il; A:
aneurisma Il; CCL: presenca das células de cloreto na
lamela I; CSFL: fusdo completa das lamelas I; CD:
degeneracgéao celular Il; N necrose IlI; Fibrose lll............... 148
Figura 9. A: 1g/kg apresentando LCC: perda do contorno celular I,
ND: degeneracdo nuclear |Il; CD: degeneracéo
citoplasmatica II; CED: ruptura celular 1l; H: Hiperemia ll;
B: 3g/kg apresentando LCC: perda do contorno celular I;
LNC: perda do contorno nuclear |; CED: ruptura celular II;
NV: vacuolizagdo nuclear Il; S: esteatose Il. C: 5g/kg
apresenatndo ND: degeneracdo nuclear 1I; CD:
degeneracéo citoplasmatica IlI; CED: ruptura celular II; H:
hiperemia Il; C: colestase IlI; S: esteatose Il; NA: atrofia
nuclear 1l; LNC: perda do contorno nuclear I; NV:
vacuolizagdo nuclear Il. D: 7g/kg apresentando LCC:
perda do contorno celular I; ND: degeneracao nuclear Il;
N: necrose lll; CV: vacuolizagcédo citoplasmética I; CED:
ruptura celular Il. E: 9g/kg apresentando LCC: perda do
contorno celular I; ND: degeneracéo nuclear Il; N: necrose
lIl; NA: atrofia nuclear Il; CED: ruptura celular 1I; NV:
vacuolizacdo nuclearll..........ccoooiiiiiiiiiiiiiee e 149
Figura 10. A: 1g/kg apresentando TD: degeneracéo hialina tubular I1;
TDO: desorganizagao tubular I; ISBCA: aumento do
espaco da cipsula de Bowman |; GD: degeneracao
glomerular 1l. B: 3g/kg apresentando TD: degeneracao
hialina tubular II; H: hiperemia 1l; RSBCA: aumento do
espaco da capsula de Bowman I; CDTC: degeneracgao
citoplasmatica das células tubulares II; N: necrose lllI; C:
5g/kg apresentando TD: degeneracéao hialina tubular II; H:

hiperemia II; ISBCA: aumento do espaco da capsula de
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Bowman |; CDTC: degeneracéo citoplasmatica das
células tubulares Il; N: necrose lIll; VR: ruptura de vasos
Il. D: 7g/kg apresentando TD: degeneracao tubular II;
THD: degeneracéo hialina tubular I; H: hiperemia II;
ISBCA: aumento do espaco da capsulade Bowman I;
CDTC: degeneracéo citoplasmética das células tubulares
II; N: necrose lll; VR: ruptura de vasos Il; E: 9g/kg
apresentando TD: degeneracdo tubular 1l; THD:
degeneracao hialina tubular I; H: hiperemia IlI; RSBCA:
aumento do espaco da capsula de Bowman I; CDTC:
degeneracdo citoplasmética das células tubulares II;
NDTC: degeneragdo nuclear das células tubulares II; N:
necrose lll; VR: ruptura de vasos Il; GD: degeneracao
glomerular 1I; LTBC: tecido linfoide na capsulade
BOWMaAN 1l ..o 150
Figura 11. A: 1g/kg apresentando ILI: infiltracdo de leucdcitos I; VD:
degeneracao do vilo Il; N: necrose lll; CD: degeneracao
das células I; SLP: encurtamento da lamina propria |; SIM:
destruicdo da mucosa intestinal II; V: vacuolizacdo dos
enterdécitos I; GCH: hiperplasia das células caliciformes I.
B: 3g/kg apresentando VA: atrofia dos vilos |; DEL -
Distanciamento do revestimento epitelial do apice do vilo
intestinal I; VD: degeneracéo do vilo II; N: necrose lll; CD:
degeneracdo das células I; SIM: destruicdo da mucosa
intestinal 1l; DML: degeneracédo da camada muscular I; V:
vacuolizacdo dos enterdcitos I; GHC: hiperplasia das
células caliciformes I. C: 5g/kg apresentando VA: atrofia
dos vilos I; DEL - Distanciamento do revestimento epitelial
do apice do vilo intestinal I; VD: degeneragéo do vilo II; N:
necrose lll; CD: degeneracdo das células I; SIM:
destruicdo da mucosa intestinal Il; DML: degeneracgéo da
camada muscular I; V: vacuolizacdo dos enterocitos I,

GHC: hiperplasia das células caliciformes |; SLP
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encurtamento da lamina propria I; VF: fusdo dos vilos Il.
D: 7g/kg apresentando VA: atrofia dos vilos [; VD:
degeneracao do vilo Il; N: necrose lllI; SIM: destruicdo da
mucosa intestinal 1l; DML: degeneracdo da camada
muscular I; GHC: hiperplasia das células caliciformes |;
SLP encurtamento da lamina propria I; VF: fuséo dos vilos
Il; HLP: hemorragia na lamina propria 1l. E: 9g/kg
apresentando VA: atrofia dos vilos I; VD: degeneracao do
vilo II; N: necrose llI; SIM: destruicdo da mucosa intestinal
Il; DML: degeneragdo da camada muscular |; GHC:
hiperplasia das células caliciformes |; SLP encurtamento
da lamina proépria |; VF:. fusdo dos vilos Il; HLP:
hemorragia na lamina propria Il; DL: distanciamento da
[AMINA ProPria Il .. ..o 151
Figura 12. 1g/kg apresentando AGC: células granulo-adiposas (em
alteracbes do tecido nervoso a microglia perde as
ramificacbes e torna-se macréfago com capacidade
fagocitaria) 1l; NN: necrose do neuronio lll; VD: dilatacao
dos vasos I. B: 3g/kg apresentando AGC: células granulo-
adiposas (em alteracBes do tecido nervoso a micréglia
perde as ramificacbes e torna-se macr6fago com
capacidade fagocitaria) Il; NN: necrose do neurénio lll;
GA: astrocitos gemistociticos Il. C: 5g/kg apresentando
AGC: células granulo-adiposas (em alteracdes do tecido
nervoso a microglia perde as ramificacbes e torna-se
macrofago com capacidade fagocitéria) 1l; NN: necrose do
neurodnio Ill; GA: astdcitos gemistociticos Il; VD: dilatacao
dos vasos |. D: 7g/kg apresentando CC: cromatodlise
central (quando o neurdnio sofre lesédo de seu axdnio e
pode apresentar dissolucdo dos corpusculos de Nissl e
deslocamento do nucleo para a periferia) Il; AGC: células
granulo-adiposas (em alteragbes do tecido nervoso a

microglia perde as ramificacdes e torna-se macrofago
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com capacidade fagocitaria) 1l; NN: necrose do neurénio
lIl; GA: astrdcitos gemistociticos Il. E: 9g/kg apresentando
CC: cromatdlise central (quando o neurénio sofre lesdo de
seu axonio e pode apresentar dissolucdo dos corpusculos

de Nissl e deslocamento do ndcleo para a periferia) 1l; GA

astrécitos gemistociticos 1l; AGC: células granulo-
adiposas Il; NN: necrose do neurénio Ill; NA: atrofia
NEUIONAI [l ...oiiiiiiiiii e 152
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RESUMO

VALIDACAO FARMACOLOGICA E TOXICOLOGICA EM Danio rerio
(ZEBRAFISH) DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS FOLHAS DE Spondias
mombin (LINNAEUS 1753): ATIVIDADES ANSIOLITICA, ANTIDEPRESSIVA E

TOXICIDADE AGUDA

RESUMO

Introducé&o: O uso de plantas medicinais € comum como alternativa no tratamento de
algumas doencas que acometem a populacdo. Tem-se como exemplo, a espécie
Spondias mombin que € utilizada popularmente para o tratamento de varias doencas,
dentre elas, transtornos neuropsiquiatricos. Apesar do uso dessa planta ser frequente,
S80 escassas as pesquisas que avaliem a seguranca de sua utilizacdo como
medicamento, assim como a toxicidade da mesma. Objetivo: Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicos agudos, a atividade ansiolitica e
antidepressiva do extrato hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm)
em Danio rerio (zebrafish). Metodologia: A toxicidade foi avaliada determinando-se a
concentragéo letal (CLso) e a dose letal (DLso). A atividade ansiolitica foi avaliada no
teste de preferéncia claro/escuro e, a atividade antidepressiva pelo teste de mergulho
em tanque novo. Resultados e discussdes: Na avaliagdo da atividade ansiolitica, os
resultados dos parametros observados mostraram que o extrato apresentou atividade
similar a do controle positivo (buspirona) nas duas vias de administracao (imersao e
oral) na concentracdo de 25 mg/l e com a dose 25 mg/kg. Na avaliacao da atividade
antidepressiva, os resultados obtidos pela avaliacdo dos parametros apontaram que
o extrato demonstrou atividade semelhante ao grupo controle positivo (fluoxetina) nas
duas vias de administracdo utilizadas no teste. A exposi¢cdo por imersdo com as
diferentes concentracdes do extrato (25, 50 e 75 mg/l) permitiu a determinacao de
CLso que foi de 49.86 mg/l. O tratamento por via oral com as diferentes doses (1, 3, 5,
7 e 9 g/kg) possibilitou a determinagdo da DLso que foi de 4,515 g/kg em 48h. Os
resultados evidenciaram que as doses utilizadas nos testes de ansiedade e depressao
nao foram téxicas, ndo apresentando alteracfes histopatologicas. Concluséo: A partir
desses resultados é possivel sugerir que o uso das folhas de Spondias mombin na
medicina popular para o tratamento de transtornos neuropsiquiatricos foi evidenciado
neste estudo.

Palavras-Chave: Spondias mombin; toxicidade; ansiolitico; antidepressivo.

Agradecimentos: Universidade Federal do Amapéa, CAPES.
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ABSTRACT

PHARMACOLOGICAL AND TOXICOLOGICAL VALIDATION IN Danio rerio
(ZEBRAFISH) OF THE HYDROETHANOLIC EXTRACT FROM Spondias mombin
LEAVES (LINNAEUS 1753): ANXIOLYTIC AND ANTIDEPRESSANT ACTIVITIES,

AND EVALUATION OF THE ACUTE TOXIC

ABSTRACT

Introduction: The use of medicinal plants is common as an alternative therapy in the
treatment of several diseases that affect the population. For example, the species
Spondias mombin are commonly used for the treatment of various diseases, mainly
neuropsychiatric disorders. Despite the ethnomedical background of this species,
there is scarce research to assess the security for its therapeutic use, as well the
toxicity. Objectives: This study aimed to estimate acute toxic effects and to evaluate
the antidepressant and anxiolytic activity of the hydroethanolic extract from Spondias
mombin leaves in Danio rerio (zebrafish). Methodology: Toxicity was assessed by
determining the lethal concentration (LCso) and the lethal dose (LDso). The anxiolytic
activity was evaluated in the light / dark preference test and the antidepressant activity
by the new tank dipping test. Results and discussion: In the evaluation of the
anxiolytic activity, the results of the observed parameters showed that the extract
presented similar activity to the positive control (buspirone) in the two administration
routes (immersion and oral) at 25 mg/l and 25 mg/kg. In the evaluation of the
antidepressant activity, the results obtained in the assessment of the parameters
indicated that the extract showed activity similar to the positive control group
(fluoxetine) in the two routes of administration used in the test. Exposure by immersion
with the different concentrations of the extract (25, 50 and 75 mg/l) allowed the
determination of LCso which was 49.86 mg/I. Oral treatment with the different doses (1,
3, 5, 7 and 9 g/kg) made it possible to determine the LDso which was 4.515 g/kg in 48h.
The results showed that the doses used in the tests of anxiety and depression were
not toxic, presenting no histopathological alterations. Conclusions: From these
results, it is possible to suggest that the use of Spondias mombin leaves in folk
medicine for the treatment of neuropsychiatric disorders was evidenced in this study.

Keywords: Spondias mombin; toxicity; anxiolytic; antidepressant.

Acknowledgements: Universidade Federal do Amapa, CAPES.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

Ao procurar por plantas para se alimentar o homem descobriu espécies com
acdo téxica e medicinal, iniciando assim uma sistematizacao empirica dos seres vivos,
de acordo com o uso que podia fazer deles. Vestigios da utilizacdo de plantas toxicas

e medicinais foram encontrados nas mais antigas civilizacdes. Com isso surgiu o
tratamento de doencgas com base no uso de plantas medicinais (SIMOES et al., 1999).

N&o se pode deixar de ressaltar o vinculo da cultura popular ao uso de plantas
pela disponibilidade das mesmas, principalmente em paises com clima tropical onde
se encontram os em desenvolvimento que apresentam dificuldades em se tratando de
medicina moderna e pela deficiéncia em relacdo a prestacdo de servicos de saude
(SAIME et al.,2005).

O aumento do uso de plantas medicinais como forma terapéutica pela
populacdo deve-se a diversos fatores como, por exemplo, o custo elevado e os efeitos
colaterais de medicamentos. Uma das técnicas de pesquisa em produtos naturais
mais importantes é a realizacdo de estudos baseados no conhecimento tradicional de
determinadas populag@es, conhecido como estudos etnofarmacologicos a cerca do
uso comum das espécies de uma comunidade especifica, 0 que acaba por facilitar a
pesquisa uma vez que reduz o tempo em pesquisa sobre informacdes quimicas,
farmacoldgicas e agronémicas sobre as espécies pesquisadas (PAULINO et al.,
2012).

Existem aproximadamente 500.000 espécies de plantas no mundo e somente
1% dessas espécies foram estudadas em relagdo a atividade biolégica e ao perfil
fitoquimico. E preciso procurar alternativas terapéuticas viaveis ao tratamento das
doencas endémicas e perfis de resisténcia cada vez mais complexos de serem
transpostos. A diversidade molecular somada ao vasto niumero de espécies que ainda
faltam ser investigadas quanto a sua bioatividade caracteriza alternativa interessante

na descoberta de novos compostos bioativos (PALOMBO, 2011).
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Estudos mostram que cerca da metade dos produtos fitoterapicos
disponibilizados no mercado brasileiro apresentam alguma falha em relacdo as mais
diversas possibilidades, desde a presenca de matéria organica ndo identificada até
adulteracdo. Levando em consideracdo ndo apenas o valor terapéutico, mas também
o valor econbmico das plantas medicinais para a nacdo torna-se importante criar
linhas de acao voltadas para o desenvolvimento de técnicas de padronizacdo aliando
estudos multidisciplinares envolvendo conhecimento quimico, atividade biologica e
controle tecnolégico de qualidade (LOPES et al., 2003).

No Brasil a fitoterapia se configura como uma opcao de baixo custo, eficaz e
culturalmente apropriada. O cultivo e/ou extrativismo das plantas torna-se uma
alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional, uma vez que tem
aumentado a demanda pela utilizacdo de plantas medicinais na cura ou na prevencao
de doencas (FURLANETO; MARINS; ENDO, 2003).

Dois aspectos diferenciam os produtos de origem natural dos sintéticos ao
considerar a perspectiva de obtengcéo de novos farmacos: a diversidade molecular e
a funcdo biolégica associada a essas moléculas. A diversidade molecular dos
produtos naturais é extremamente superior a diversidade derivada dos processos de
sintese, por se tratar de compostos provenientes de organismos bioldgicos, estes
exibem algumas vezes similaridades com o organismo dos mamiferos e devido a esta
similaridade, estes compostos apresentam maior compatibilidade com os receptores,
exibindo atividades mais expressivas que os compostos obtidos via sintese classica
(VIEGAS JR.; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

1.2 ESTUDOS SOBRE Spondias mombin L.

1.2.1 Botanico

A familia Anacardiaceae € composta por aproximadamente 76 géneros e 600
espécies de distribuicAo geogréfica predominantemente pantropical (CORREIA,
DAVID; DAVID, 2006; PELL et al., 2011; HALL; GIL, 2017). Diversas espécies da
familia s@o cultivadas fora de seus ambientes naturais (TIANLU; BARFOD, 2008), pois
possuem importancia biolégica e econémica, sendo empregadas em diversas areas,

como: alimentacéo, paisagismo, extracéo de tanino e verniz, producéo de substancias
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para uso na industria e na medicina e aproveitamento de madeira para construcao
(PICKEL, 2008). Os frutos das Anacardiaceae sao fontes de alimento (MONTANARI
et al., 2012).

Em contrapartida, cerca de 25% dos géneros sdo toxicos e causadores de
dermatites de contato severas devido a producdo de substancias alergénicas
(AGUILAR-ORTIGOZA; SOSA, 2004; CORREIA; DAVID; DAVID, 2006). Tais
substancias sédo fendis dos tipos alquilcatecéis, alquilresorcindis e biflavonoides
(AGUILAR-ORTIGOZA; SOSA, 2004). Os estudos de isolamento e identificacdo de
metabdlitos secundarios de espécies de Anacardiaceae ainda Sdo escassos, pois
calcula-se que menos de 7% das espécies conhecidas foram investigadas quanto a
fitoquimica e atividade biolégica. Entre os géneros mais estudados Anacardium,
Mangifera e Rhus apresentam maior numero de estudos sobre a composi¢ao quimica
e a atividade biolégica de seus extratos e substancias isoladas (CORREIA; DAVID;
DAVID, 2006).

Diversos estudos que descrevem a atividade antimicrobiana, especialmente
antibacteriana e antifingica, de espécies de Anacardiaceae. Também existe descricao
de atividades antioxidante, inibidora da acéo da acetilcolinesterase, antiulcerogénica,
anti-inflamatoria, analgésica, citotdxica, antiparasitaria e antiviral. Dos 76 géneros de
Anacardiaceae, 14 foram catalogados no Brasil com 57 espécies, dentre as quais 14
sao limitadas ao pais (SILVA-LUZ; PIRANI, 2010).

O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae. E um género tropical
com aproximadamente 18 espécies, onde aproximadamente 8 delas sdo encontradas
nas Américas. E um género economicamente importante por causa do seu valor
comercial, com frutos que sao comercializados in natura ou processados na forma de
produtos alimenticios (MITCHELL; DALY, 1998), e apresenta consideravel uso
popular na medicina tradicional (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007;
ALMEIDA et al., 2010; LUCENA et al., 2012).

Em relacdo a classificagdo taxondmica, a espécie S. mombin apresenta a
seguinte posicdo: Dominio Eukarya; Reino Plantae; Filo Anthophyta; Divisdo
Spermatophyta; Subdivisdo Angiospermae; Classe Eudicotiledoneae; Subclasse
Archichlamidae; Ordem Sapindales; Familia Anacardiaceae; Tribo Spondiadeae e
Género Spondias L. Esta classificagao botanica foi realizada em 1753 pelo botéanico
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Carolus Linnaeus (AIRY SHAW; FORMAN, 1967; RAVEN; EVERT; EICHOHORN,
2001; JOLY, 2002).

Spondias mombin L. é encontrada na América tropical, algumas partes da Asia,
oeste da india e partes da Africa (THOMAS, 1974; AYOKA et. al., 2006). No Brasil, €
encontrada nas regides Norte e Nordeste, principalmente nas regides da Mata
Atlantica e da Amazonia, além da Caatinga (BOSCO et al., 2000). No Nordeste &
conhecida como caja, no Sudeste como cajazeira miuda ou caja pequeno, no Sul
conhecida como cajazeira ou caja mirim e na Amazénia como tapereba.

A cajazeira € uma arvore frutifera frondosa e perene, de porte alto que pode
chegar a 30 m de altura, com folhas caducas e um tronco de 60-75 cm de largura,
revestido por casca grossa e rugosa (BRAGA, 1960; LORENZI, 1992; ALVES;
FILGUIERAS; MOURA, 2000). As folhas possuem de 5 a 11 foliolos possuindo de 9-
11 cm e as flores séo pequenas, brancas e aparecem em cachos na extremidade dos
ramos. Segundo Prance e Silva (1975), as flores sdo unissexuais e hermafroditas na
mesma planta. O fruto € classificado como drupa (BRAGA, 1960; CAVALCANTE,
1976), é amarelado e possui de 2-4 cm de comprimento e de 1,5-2 cm de largura,
possui mesocarpo carnoso de sabor agridoce (PIRANI, 1987; PELL et al., 2011). O
endocarpo é branco, enrugado e possui de 2 a 5 I6culos (SOUZA et al., 2000).

1.2.2 Fitoquimico

Estudos fitoquimicos realizados com as folhas confirmaram a presenca de
taninos, saponinas, antraguinonas glicosiladas, alcaloides (AJAO; SHONUKAN;
FEMI-ONADEKO, 1984; CORTHOUT et al., 1991; ABO; OGUNLEYE; ASHIDI, 1999;
NJOKU; AKUMEFULA, 2007; SILVA et al., 2011), triterpenos (FRED-JAIYESIMI; KIO;
RICHARD, 2009) e flavonoides (NJOKU; AKUMEFULA, 2007; SILVA et al., 2012). No
extrato bruto aquoso e metandlico ha a presenca de glicosideos (AYOKA et al., 2006).

A quantificagdo dos componentes fitoquimicos das folhas de S. mombin evidenciou
um teor de saponinas de 7,60%, alcaloides 6,00%, taninos 3,82%, flavonoides
3,00% e compostos fendlicos de 1,00% (NJOKU; AKUMEFULA, 2007).
Os estudos com a casca do caule identificaram a presenca de quinonas e terpenos
(DIBY; KONE; YAPO, 2012).
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Corthout et al. (1991) em estudo realizado quanto aos compostos isolados
reportou a presenca de geranina e galoilgeranina, dois elagitaninos identificados nas
folhas e caules de S. mombin. E em outro estudo, Corthout et al. (1992) mostraram a
presenca do éster butirico do acido clorogénico e do acido 2-O-cafeoil-(+)-
alohidroxicitrico (um éster do acido cafeico). No extrato etandlico das folhas e caules
de Spondias mombin foi identificada a presenca de acidos do tipo 6-aquil-salicilico
(CORTHOUT et al., 1994). Fred-Jaiyesimi e colaboradores (2009) isolaram do extrato
metandlico das folhas de S. mombin o triterpeno 3B-urs-12-en-3-il(9z)-hexadec-9-
enoato.

Silva et al. (2012), ao realizar estudo com o extrato hidrometandlico das folhas
da cajazeira, identificaram a presenca do flavonoide quercetina e do acido elagico.
Outro estudo fitoquimico do extrato hidroetanélico das folhas foram identificados os
flavonoides: quercetina, canferol e isoquercetina, além da presenca do flavonoide
rutina no extrato hidroetandlico dos frutos da planta (CABRAL, 2016).

Os frutos s&o ricos em carotenoides e vitaminas A (RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA, 1989), contendo como principal carotenéide a B-criptoxantina, seguido da
luteina (HAMANO; MERCADANTE, 2001). As folhas de S. mombin s&o ricas em
vitaminas C, B1, B2 e B3 e as analises minerais revelaram a presenca de potassio,
magnésio, sédio, calcio e fésforo nas folhas (NJOKU; AKUMEFULA, 2007).

1.2.3 Etnofarmacoloégico

Spondias mombin é utilizada tradicionalmente para o tratamento de diversas
doencas, por suas cascas, ramos e folhas apresentarem propriedades medicinais
(SACRAMENTO; SOUZA, 2000). A literatura relata que a casca do caule de S.
mombin é usada popularmente como abortiva, com efeito emético, como antidoto para
toxina de serpentes e para o tratamento de feridas, ja as raizes sdo usadas para
problemas gastrointertinais (VILLEGAS et al., 1997; TROPICOS, 2013).

As cascas do caule e as folhas séo usadas popularmente para o tratamento de
desordens infecciosas possuindo propriedades antidisentérica. As folhas sé&o
utilizadas para o tratamento de depressao e cancer, além de serem usadas como anti-
inflamatorias para problemas orais e, do uso reportado para o tratamento de prostatite,
uretrite, cistite, conjutivite (ALBUQUERQUE et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008;
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TROPICOS, 2013), estimulante uterino, controle da ansiedade e atividade
antifecundacao (OFFIAH; ANYANWU, 1989; AYOKA et al., 2005; UCHENDU; ISEK,
2008).

As folhas também sdo usadas para o tratamento de infeccbes virais,
bacterianas e fungicas, e anti-helmintico. A atividade antifungica de S. mombin é
comumente utilizada na medicina tradicional, mas alguns estudos ndo descreveram a
atividade desse extrato sobre os fungos (AJAO; SHONUKAN; FEMI-ONADEKO,
1995; ABO; OGUNLEYE; ASHIDI, 1999).

1.2.4 Farmacoldgico

Segundo Corthout (1991) os extratos das folhas e cascas do caule de S.
mombin apresentaram atividade antiviral contra Coxsachie e Herpes simplex, tal
propriedade foi atribuida a presenca dos elagitaninos, geraniina e galiolgeraniina. Esta
atividade antiviral também foi atribuida aos compostos &cido 2-o-cafeicol-(+)-
alohidroxicitrico e éster butirico de acido clorogénico, isolados das folhas e cascas de
S. mombin (CORTHOUT et al., 1992). O &cido elagico e quercetina, compostos
isolados das folhas mostraram potencial atividade contra o virus do dengue tipo 2
(SILVA et al., 2011).

Foi comprovado cientificamente, o efeito antibacteriano de amplo espectro do
extrato das folhas de S. mombin, apresentando acdo semelhante a ampicilina e
gentamicina (ABO; OGUNLEYE; ASHIDI, 1999). Esta atividade foi atribuida aos
compostos isolados de cadeia longa derivados do acido salicilico sendo eficazes
contra Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes e Mycobacterium fortuitum. A
atividade antihelmintica dos extratos etandlico e aquoso foi confirmada em estudos
com ovelhas, relatando uma reducdo nos ovos fecais de Haenmonchus spp.,
Trichostrongylus spp., Oesophagostomunm spp., Strongyloides spp. e Trichuris spp.
(ADEMOLA; FAGBEMI; IDOWU, 2005).

A atividade antimicrobiana também se mostrou eficaz contra Pseudomonas
aeruginosa, Shigella dysenteriae, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Proteus mirabilis, Morganella morganii, Serratia liquefaciens e Enterobacter cloacae,
em estudos com o extrato hidrometandlico das folhas de S. mombin (ABO;
OGUNLEYE; ASHIDI 1999; SILVA et al., 2012).
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O uso popular das folhas para controle da ansiedade foi confirmado
cientificamente em estudos com a administracéo oral dos extratos aquoso, metandlico
e etandlico em ratos e camundongos (AYOKA et al., 2005). Os efeitos antipsicoticos
e antiepilépticos também foram relatados em ratos e camundongos, a atividade
sedativa prolongou o periodo de sono e melhorou o comportamento dos animais
tratados (AYOKA et al., 2006).

Outros estudos com o extrato hidrometandlico das folhas reportaram a
atividade antioxidante da planta por sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e a atividade antiperoxidagdo lipidica (AKINMOLADUN; OBUOTOR;
FAROMBI, 2010; SILVA et al., 2012).

O extrato metanolico das folhas de S. mombin, nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg, mostrou atividade anti-inflamatoria. O pré-tratamento dos ratos com o extrato
causou uma significativa inibicdo do edema de pata induzido por carragenina,
resposta que pode se da através de uma supressao da producdo de mediadores pro-
inflamatorios e citocinas como TNF-a e iNO (NWORU et al., 2011).

1.2.5 Toxicoldgico

Os produtos fitoterapicos geralmente apresentam menor incidéncia de efeitos
colaterais do que as drogas sintéticas (DREW; MYERS, 1997). Mas, a ideia geral de
que as drogas vegetais sdo seguras e livres de efeitos colaterais ndo é verdadeira
(PERHARIC; SHAW; MURRAY, 1993; VEIGA JR; MACIEL; PINTO 2005; OLIVEIRA;
ARAUJO, 2007). Alguns constituintes das plantas apresentam alta toxicidade.

Em estudos com os extratos aquoso, metandlico e etandlico das folhas de
Spondias mombin na dose de 5,0 g/kg por via oral, ndo foram observados sinais de
toxicidade aguda em ratos Wistar (AYOKA et al., 2005). Estudos de toxicidade sub-
aguda com extrato aquoso das folhas de S. mombin nas doses de 300, 1000 e 1500
mg/kg por via oral durante 14 dias nédo provocaram sinais de toxicidade em ratos
guanto aos aspectos comportamentais, bioquimicos, hematolégicos e histolégicos
(HAMENOO, 2010).

O extrato aquoso das folhas de S. mombin foi descrito como abortivo, capaz de
induzir a expulsédo da placenta em fémeas prenhes de ratos e camudongos em

tratamento intraperitoneal com as doses de 750 e 1500 mg/kg em todas as fases da
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gestacdo, exceto na fase inicial (OFFIAH; ANYANWU, 1989). O possivel mecanismo
seria a acao sobre os receptores de estrogénio no muasculo uterino, causando
contragdo prolongada neste musculo liso, e alteracbes nos hormdnios esterdides
(IGWE et al., 2011; OLOYE et al., 2013).

Estudo com o extrato hidroetandlico das folhas de S. mombin n&o descreveua
atividade abortiva em ratas prenhes tratadas intraperitonealmente do 8° ao 11° dia de
prenhez com a dose de 800 mg/kg (UCHENDU; ISEK, 2008), este mesmo estudo,
porém, relatou o efeito anticoncepcional do extrato nas ratas tratadas do primeiro ao
quarto dia de prenhez com a mesma dose.

Apesar das folhas de S. mombin serem comumente utilizadas na medicina
popular e seu extrato apresentar varios estudos com atividade farmacoldgica
reconhecida, ainda h& pouco conhecimento sobre a potencial toxicidade in vivo da
espécie. Assim, sdo necessarios maiores estudos para garantir a seguranca de seu

uso.

1.3 TOXICIDADE EM MODELO DE Danio rerio (ZEBRAFISH)

O termo toxicidade é uma propriedade relativa de uma substancia quimica que
se refere ao seu potencial de causar danos aos organismos vivos e, € uma funcao da
concentracdo da substancia quimica e da duracdo da exposicdo (RAND;
PETROCELLI, 1985). A expressao da toxicidade de uma substancia quimica depende
das caracteristicas de sua exposicdo e do seu comportamento no organismo,
relacionado aos mecanismos de transporte e de interacdo com sitios ou 6rgaos-alvo,
ou seja, os efeitos toxicos s6 se manifestam se 0 agente toxico alcancar locais
especificos do organismo em concentra¢cdes suficientes para produzir algum tipo de
efeito (BARROS; DAVINO, 2008).

A toxicidade é a propriedade de agentes toxicos de promoverem injurias, por

meio de interacdes fisico-quimicas. Além disso, Oga (2003) afirma que a toxicidade
raramente pode ser entendida como um evento molecular Unico; preferencialmente
esta deve ser entendida como um evento que envolve varias cascatas de sinalizacao.
As modificagbes em tais cascatas comegcam no momento da exposi¢cdo, em seguida
ocorre a biotransformacao, culminando na interacdo com macromoléculas e

expressao de um end point (OGA, 2003).
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Os testes de toxicidade possibilitam estabelecer limites permissiveis para
varias substancias quimicas, além de avaliar em o impacto de misturas de poluentes
sobre os organismos aquaticos dos corpos hidricos receptores (BERTOLETTI, 1990).
Em testes de toxicidade podem ser observados os efeitos agudos e os efeitos
cronicos, sendo os primeiros aqueles que ocorrem rapidamente com um resultado da
exposicao ao agente téxico por um curto periodo de tempo (para peixes, horas, dias
ou semanas). De acordo com Lombardi, (2004) os testes de toxicidade aguda sao
experimentos de curta duragdo, que proporcionam rapidas respostas em estudos
sobre efeitos toxicos letais, em que o objetivo € determinar a Concentracédo Letal
Média (CLso) de certa substancia, sobre os organismos aquaticos, em um tempo de
24 a 96 horas de exposicdo. Normalmente o efeito é a letalidade (ou para alguns
organismos, como 0s microcrustaceos, pode ser a imobilidade).

Para a avaliacdo do efeito agudo séo consideradas a CLso ou a CEso, sendo a
primeira a concentracao letal média, ou a concentragdo do agente toxico que causa
mortalidade a 50% dos organismos expostos num intervalo de 24 a 96 horas, e a
tltima, a concentracéo efetiva média, ou a concentracdo do agente toxico que causa
imobilidade a 50% dos organismos expostos no mesmo intervalo de tempo. De acordo
com Weinstein e Birk (1989), o estresse agudo é caracterizado por danos morfolégicos
severos, alteragdes significativas no metabolismo, colapso celular e perda de tecido.
Se essa perda for muito grande ou se algum processo fisiologico vital for
permanentemente comprometido, o0 organismo ira morrer. Isso caracteriza a
toxicidade letal aguda que resulta de um rapido bloqueio do metabolismo.

A crescente pressao dos grupos de protecdo dos animais tem restringido cada
vez mais, 0 acesso da maioria dos grupos de pesquisa em toxicologia a mamiferos.
Além disso, leis, discussodes, projetos e comités visam a diminuicdo do numero de
animais usados em experimentos toxicoldgicos, forcando uma reflexao acerca do
tema e a implementacédo de testes preliminares que permitam realizar inferéncias que
possibilitem a reducdo do uso de animais (BALLS, 1994; BALLS; VAN ZELLER,
HALDER, 2000; DIPASQUALE; HAYES, 2001; CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE,
2004).

Nesse contexto o Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) ou mais vulgarmente
conhecido como paulistinha ou peixe-zebra surge como modelo experimental

alternativo. Esse pequeno peixe tropical de agua doce é originario da Asia, mede no
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méaximo 5 cm de comprimento, onivoro, pacifico, muito ativo e possui ciclo de vida
curto em média 3 anos (KNIE; LOPES, 2004). Passou a ser utilizado como modelo
experimental em toxicologia a partir dos anos 90.

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

De acordo com Bugel e colaboradores (2015) o Danio rerio (zebrafish)
provocou uma revolucédo nas triagens de alto rendimento in vivo. A maioria destes
testes eram realizados em linhagens celulares, com variaveis especificas, que nédo
reproduziam as interacdes multi-orgdos presentes em organismos vivos. Ja a alta
fecundidade, pequeno espaco requerido e baixo custo de manutencdo, o torna um
modelo experimental excelente para a realizacdo de triagem de grande numero de
composto quimico em um Unico ensaio. Contudo, o zebrafish também vem sendo
adotado pela industria farmacéutica para aceleracdo e economia durante a pesquisa
e desenvolvimento de novas drogas.

A importancia do peixe pode ser observada quando analisamos o custo para
lancar um novo medicamento no mercado americano, que em 2010 foi estimada em
1,8 bilhdes de ddlares. Além disso, aproximadamente 9 anos de estudos, pesquisa e

desenvolvimento séo requeridos. A descoberta de novas drogas também exige

diversos ensaios in vitro, testes em animais e testes clinicos antes de receber
aprovacao regulatéria se forem consideradas seguras e eficazes (PAUL etal., 2010).

O custo efetivo para lancar uma droga no mercado estd associado com a

experimentacdo animal. Os testes de seguranca, toxicidade e estudo de
farmacocinética, para determinar taxas de absor¢cédo, metabolismo e excrecdo, séo
realizados em modelos mamiferos caros. Entdo para reduzir o uso de mamiferos
durante o processo de descoberta de drogas, especialmente durante asfases iniciais
ou ensaios de seguranca/toxicidade in vivo, o uso do modelo zebrafish tem obtido
sucesso. Este sucesso € devido especialmente ao baixo custo e rapidez nas analises

(ZON; PETERSON, 2005; BUGEL; TANGUAY; PLANCHART, 2015).
Um caso notavel da aplicacdo desse modelo experimental embrionario foi a

descoberta da prostangladina E2 16,16- dimetilada, em testes de bioatividade, como
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um importante modulador da homeostase de células-tronco hematopoiéticas de
vertebrados. Esta nova substancia esta em fase de ensaio clinico de fase Il para o
tratamento de malignidades hematoldgicas. Contudo, visando aproveitar esta grande
economia obtida com o modelo zebrafish, um consorcio de empresas farmacéuticas
multinacionais comecou o processo de validacéo para a utilizacdo deste na sua linha
de descoberta e pesquisas (NORTH et al., 2007; BALL et al.,, 2014; BUGEL,;
TANGUAY; PLANCHART, 2015).

1.4 A UTILIZACAO DA HISTOLOGIA COMO FERRAMENTA PARA AVALIAR
EFEITOS TOXICOS EM Danio rerio (ZEBRAFISH)

A analise histopatolégica é considerada um excelente método para o
diagnéstico de efeitos diretos e indiretos que afetem tecidos animais. Quando
associados a outros métodos de andlise, estudos histopatolégicos podem auxiliar a
compreensao de efeitos toxicos. Sendo assim, € crucial a escolha dos 6rgédos alvos
do estudo para a relevancia dos dados obtidos (HEATH, 1995).

Lins e colaboradores (2010), afirmam que os 6rgdos de contato direto com
agentes toxicantes sdo as branquias, figado e rins, sendo que estes dois Ultimos
representam 6rgaos de metabolismo e excrecdo de xenobidticos. Podendo indicar

alteracdes de acao crbnica desses agentes em tecidos animais.

1.4.1 Branquias

Assim como na maioria dos teledsteos, as branquias do D. rerio localizam-se
na cavidade opercular e dividem-se em 4 arcos em cada lado da faringe. Destes
divergem filamentos branquiais nos quais se inserem duas fileiras de lamelas
secundarias que se projetam de ambos os lados do filamento (FERGUSON, 1989).

A respiragdo nos peixes € realizada através do fluxo de agua pela cavidade
bucal e consequentemente, para o interior da faringe e através das branquias. A
respiracdo branquial possui fungéo efetiva quando a 4gua se move em uma direcao
unilateral sobre as membranas branquiais. A maioria dos peixes bobeiam agua

atraves das suas branquias alternando concentragéo e relaxamento da cavidade bucal
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(anterior as branquias) e cavidade opercular (posterior as branquias) (HUGHES, 1980;
HELFMAN; COLLETTE; FACEY, 1997; HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

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

Semelhante aos organismos terrestres, o oxigénio € requerido pelos peixes
para a producédo de ATP e metabolismo basico corporal. Entretanto, os peixes vivem
em um ambiente pobre em oxigénio. As branquias sao as estruturas que permitem os
peixes executarem uma extracdo de oxigénio dissolvido na &gua para utilizagdo em
suas reacfes metabdlicas (HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

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

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

As lamelas secundarias proporcionam uma vasta superficie de absorcédo de
oxigénio e liberacéo de gas carbdnico e ambnia para o ambiente externo. As lamelas
secundéarias sao ligadas, a lamela priméaria, por células escamosas finas conhecidas
como células pavimentosas. Estas células possivelmente executam uma importante
funcdo na manutencdo da circulagcdo sanguinea neste filamento. Estudos apontam
que elas possuem habilidade contratil e receptores de endotelinas. Ocasionalmente,
células mucosas também podem ser vistas nas lamelas secundarias, proporcionando
a estes filamentos uma camada protetora. Outro tipo celular presente neste filamento
séo as células de cloreto responsavel pela receptacdo adequada de sal (HOLDEN,;
LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).
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Devido o seu contato direto com a agua durante as trocas gasosas, as
branquias sdo particularmente sensiveis a substancias toxicas presentes no meio
(LINS et al., 2010). Sendo assim, este 6rgao possui a maioria dos estudos
histopatologicos voltados a avalicdo de impactos ambientais, e atualmente também
tem sido avaliado para a triagem toxicolégica de nanocompostos (SOUZA et al., 2016).
Estudo realizado por Freitas e colaboradores (2013) investigou os efeitos dos
combustiveis fésseis nas branquias do peixe-zebra. Os animais foram submetidos a
diferentes concentragfes de gasolina e 6leo diesel, entre 6,25% a 100%. Os
resultados demonstraram que tais compostos em suas composi¢des pura ou comum
sao letais, provocando nas branquias: necrose, hipertrofia das células, aneurisma e
edemas.

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

Griffit e colaboradores (2013) buscaram caracterizar as alteragbes
histopatolégicas nas branquias, perante o tratamento crénico com concentracfes
subletais de nanoparticulas de prata. Porém, neste estudo alteracdes no epitélio como

hiperplasia e fusdo das lamelas secundarias, ndo foram observadas.

1.4.2 Figado

O figado é formado de uma evaginacdo do intestino em desenvolvimento,
durante as fases embrionarias. Situa-se ventralmente ao eséfago e bulbo intestinal.
Assim como nos mamiferos ndo € um érgéo discreto e possui um formato de U em
torno do intestino. Este 6rgao € intimamente associado com o tecido pancreatico e
vesicula biliar (CAILLIET; LOVE; EBELING, 1986; HOLDEN; LAYFIELD;
MATTHEWS, 2012).

O fluxo sanguineo hepatico do zebrafish é similar ao dos mamiferos. O sangue
entra no figado pela veia porta e artéria hepatica. Apos sua entrada, o sangue flui
pelos ramos menores destes importantes vasos, que acabam numa série de

sinusoides, o0s quais sao revestidos por células endoteliais. As células de Kupffer, que
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estdo ligadas nas células endoteliais hepaticas dos mamiferos, provavelmente nao
existem em Danio rerio (zebrafish). Dos sinusoides, o sangue é coletado para o interior
das veias centrais e entdo vai para o coracdo através da veia hepéatica (HOLDEN;
LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

Os l6bulos hepaticos distintos presentes em mamiferos com uma veia central
e triade portal ndo estao presentes no zebrafish. Entretanto, muitos tipos celulares
presentes no figado de mamiferos estdo presentes em Danio rerio (zebrafish). Os
hepatocitos sédo o tipo celular mais abundante e sdo caracterizados como células
epiteliais, de forma poligonal com nucleo central. Eles cercam os sinusoides formando
corddes hepaticos como vistos em vertebrados. Em alguns peixes, o citoplasma dos
hepatocitos contém glicogénio abundante facilmente visualizado com coloracdo PAS
(Periodic acid-Schiff). Assim como nos vertebrados, a funcdo dos hepatdcitos é
estocar lipideos, glicogénio e ferro. Além disso, eles produzem uma variedade de
proteinas, aminoacidos e contribuem para o processo de detoxificacdo. Outra
caracteristica do figado € que as veias podem ser claramente visualizadas e nelas se
encontram hemacias nucleadas. Devido a presenca de lébulos hepaticos nédo
identificaveis, ndo € possivel distinguir entre os ramos das veias porta e hepatica em
coloracdo de HE (HAMPTON; MCCUSKEY; HINTON, 1985; HOLDEN; LAYFIELD;
MATTHEWS, 2012).

O figado do Danio rerio (zebrafish), assim como o dos mamiferos, possui
funcdo de produzir bile. Entre os hepatdcitos estdo pequenos ductos biliares
(canaliculos), formados por epitélio cuboidal, que conduzem a bile produzida pelos
hepatocitos para a vesicula biliar. Os canaliculos trazem a bile para o interior dos
grandes ductos biliares intra-hepaticos, que sdo facilmente visualizados em
preparacdes de rotina. Os grandes ductos biliares sdo formados pela anastomose de
diversos canaliculos biliares, que saem do figado como um ducto extra-hepatico. Em
algumas preparacdes histologicas de figado de zebrafish € possivel notar areas
contendo pigmentacao caracteristica de agregado de macréfagos. Estes possuem
pigmentos granulociticos, que podem representar macréfagos materiais nao
digeridos, possivelmente com a finalidade de apresentacédo de antigenos para outras
células do sistema imune (HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

A complexidade e importancia das fungdes do figado, tornam a hepatoxicidade

uma das principais preocupac¢des durante o desenvolvimento de novas drogas. Para
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avalid-la ensaios com roedores geralmente séo realizados, mas em geral possuem
um elevado custo e grande tempo para execucao. Além disso, outro problema como
pequena amostragem € caracteristico deste tipo de teste (MCGRATH; LI, 2008). O
Danio rerio (zebrafish) em estagios embrionarios e adulto podem ser utilizados para a
triagem de hepatoxicidade de novas drogas ou investigacfes. As razdes para a
utilizacdo deste peixe sdo motivadas pela sua transparéncia, velocidade de
desenvolvimento, grandes tamanhos amostrais e baixo custo. Portanto, os estudos de
hepatoxicidade em zebrafish sdo realizados mais cedo, facilitando a tomada de
decisbes para a aceleracdo do desenvolvimento de novos medicamentos
(MCGRATH; LI, 2008).

Ja& quanto a histopatologia hepatica, alteragbes especificas foram reportadas.
North e colaboradores (2010) reportaram necrose hepética em Danio rerio (zebrafish)
apos tratamento com paracetamol. Assim como para outros mamiferos o tratamento
hexaclorociclohexano resulta em alterac6es hepaticas como acumulo de goticulas de
triglicerideo macrovesiculadas, diminuicdo do glicogénio hepético e alteracdes no
formato mitocondrial (BRAUNBECK et al.,, 1990). A exposicdo de zebrafish a
tioacetamida provoca esteatose hepatica acompanhada de acumulo de goticulas de
gordura e apoptose (AMALI et al., 2006). Outro relato diz respeito a exposicdo deste
modelo animal a etanol, que provoca esteatose hepatica, assim como € visto na

doenca hepéatica alcodlica humana (PASSERI et al., 2009).

1.4.3 Rins

Nos vertebrados superiores (repteis, aves e mamiferos) o desenvolvimento dos
rins ocorre em trés estagios. O primeiro estagio do rim em fase embrionaria é o
pronefron. Este é caracterizado por um par de glomérulos e dois ductos pronéfricos
separados que drenam produtos residuais para o interior da cloaca. A cloaca nos
teledsteos € uma pequena estrutura embrionaria, que € perdida na fase adulta. Em
seguida, durante a embriogénese os pronefrons sdo substituidos pelos mesonefrons,
gue por sua vez sdo substituidos por metanefrons ou rim adulto. Nos teledsteos, o
desenvolvimento do rim termina com a formagao dos mesonefrons (HOAR, 1955;
PETERSEN; FISCHER 1986; HELFMAN; COLLETTE; FACEY, 1997; HOLDEN;
LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).
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No zebrafish, os pronefron consistem de dois néfrons, que tem origem de um
par de glomérulos centralmente fundidos. Posteriormente no desenvolvimento, os
néfrons que formam os pronefron degeneram. Entretanto, sua estrutura permanece
como a porgdo anterior do rim e torna-se o sitio do sistema imune e esteroidogénico,
além de conter células cromafins, que sdo homologas a glandula adrenal dos
mamiferos. Os mesonefrons tornam-se o rim adulto do zebrafish e contém os néfrons
responsaveis por filtrar o sangue com residuos e pela receptacdo de sal e agua
(PETERSEN; FISCHER 1986; HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

A parte anterior do rim é conhecida como —cabecga do rimll contém células
linfoides, hematopoiéticas, esteroidogénicas e enddécrinas. Esta por¢céao do rim € o sitio
dominante de hematopoese e é composto predominantemente por elementos
hematopoiéticos. As células hematopoiéticas imaturas situam-se entre os tabulos do
néfrons. Além disso, areas distintas de linfopoiese e formacdo de hemacias séo
observaveis. A parte posterior do rim ou —cauda do rimll contém néfrons com tecido
linfoide ao seu redor (HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

Os néfrons do Danio rerio (zebrafish) sdo compostos por glomérulos, tibulos
proximal/distal e ductos coletores. Os glomérulos sdo facilmente visualizados como
um grupo de capilares lobulados cercados pela capsula de Bowman. O sangue é
filtrado pelos glomérulos e entdo entra no espaco da capsula de Bowman de onde
segue para os tubulos proximais. Estes tubulos podem ser facilmente identificados em
cortes histologicos de rotina como tubulos com coloracdo eosindfilica e borda em
escova. Sédio, cloro, agua e glicose sao absorvidos nos tabulos proximais. A borda
em escova € o reflexo de inUmeras microvilosidades apicais nesta regido dos néfrons.
Ja nos tubulos distais continuam a ser absorvidos sédio e cloreto, porém agua néo €
absorvida nesta porcdo (HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

Assim como outros peixes teledsteos, ele excreta urina diluida. A funcédo mais
importante do rim nestes peixes € eliminar o grande volume de agua que entra no
corpo destes através das branquias. Além disso, ndo existe estrutura comparavel com
alca de Henle, estrutura responséavel pela concentracdo da urina, como encontrada
nos vertebrados. Contudo, peixes de agua doce ndo necessitam concentrar sua urina
(HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).

Uma vez no tubulo distal, a urina flui para o interior do ducto coletor. E dificil

distinguir tabulos coletores e tubulos distais em cortes histolégicos de rotina. Estes
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tubulos ndo possuem coloracdo eosinodfilica e ndo possuem borda em escova. A
principal funcédo do ducto coletor € conduzir a urina para o interior da bexiga urinaria
(MOCHIZUKI et al., 2005).

A literatura até o momento mostra-se escassa quanto a estudos relacionados
a histopatologia renal em zebrafish. Entretanto, outros autores ja analisaram as
alteracdes renais em outros peixes teledsteos. Camargo e Martinez (2007) ao realizar
estudos toxicolégicos ambientais em um ribeirdo urbano contaminado (Londrina-
Parand), reportou alteracdes como: aumento do glomérulo, reducdo do espaco de
Bowman, oclusdo da luz tubular, degeneracdo granular e degeneracao hialina, na
espécie Prochilodus lineatus.

Cardoso e colaboradores (2009) realizaram analise histopatolégicas em 6rgaos
de peixe-espada (Trichiurus lepturus) expostos a mercurio, coletadas na praia de
Itaipu-Niteroi, Rio de Janeiro. Os achados nos rins incluem metaplasia cartilaginosa e
ninho de corpos melanomacrofégicos.

Souza e colaboradores (2016) estudaram a toxicidade da nanoemulsdo de
alcool perilico sobre zebrafish e conclui que as concentragdes de 25,35 e 50 ug/L
ocasionaram alteracBes no tecido hepatico como: necrose, ruptura dos vasos

sanguineos e degeneracao glomerular, entre outras.

1.4.4 Intestino

O zebrafish possui intestino longo e desprovido de estdbmago verdadeiro, é
considerado onivoro, pois pode se alimentar de grande variedade de alimentos,
podendo assim consumir grande variedade de crustdceos bentdnicos, plancton,
vermes e larvas de insetos (DUTTA, 1993; MOYLE; CECH., 2000; SPENCE et al.,
2006).

Pelo fato dele ndo possuir estbmago, a producdo de sucos gastrico que ocorre
na maioria das espécies de peixes, ndo ocorre, assim como também ndo sao
formados o acido cloridrico ou a pepsina (FANGE; GROVE, 1979). Nessas espécies,
a digestdo ocorre no intestino quando ha o encontro das enzimas com esses
alimentos.

A lipase e amilase, em peixes sem estdbmago definido pode ocorrer a sintese

na mucosa intestinal. A amilase em peixes herbivoros pode aparecer em maiores

Introducdo 17



concentracdes no intestino, devido ser essencial a digestao de carboidratos presentes
no alimento (BORLONGAN, 1990). Apesar de ser encontrada lipase no sitio anterior
do intestino e nos cecos pildricos de alguns peixes (GISBERT et al., 1999), a digestédo
de lipideos continua nas demais por¢des do intestino (SMITH, 1989).

A absorcdo dos aminoacidos no intestino delgado pode ocorrer a partir de
transporte passivo (LOVELL, 1998), ou de dois provaveis sistemas de transporte ativo,
semelhante ao das hexoses, sendo uma para aminoacido neutros, um para basicos e
outro para éacidos (NUNES, 1998). As proteinas intactas também podem ser
absorvidas diretamente para o sistema sanguineo, via rota paracelular ou absorvido
pelos enterdcitos via pinocitoses (HORN, 1998). ApGs entrarem nos enterocitos, 0s
mesmos sao transportados pela corrente sanguinea até o figado como aminoéacidos
livres ou lipoproteinas (NRC, 2011).

O intestino desempenha varias funges importantes no sistema digestério e é,
consequentemente, um Orgdo chave para homeostase do organismo.
Consequentemente, a exposicao a xenobidticos pode comprometer a funcao intestinal
por alterar os componentes histologicos associados a esse 6rgdo (HONORATO et al.,
2011).

Assim como nos mamiferos, o intestino de algumas espécies de peixe também
apresenta porcéo delgada e outra grossa (WANG et al., 2010; MENKE et al., 2011).
O intestino delgado tem como funcéo a absorcéo de nutrientes, secrecdo de enzimas
gue auxiliam na digestdo e de horménios. Ja o intestino grosso tem como principais
funcdes a absorcéo de liquidos e a secrecdo de muco (WANG et al., 2010).

Histologicamente o intestino de Danio rerio (zebrafish) € composto por 3
camadas: a mucosa, a submucosa e a muscular (SANTOS et al., 2016). Carvalho et
al., (2017) analisou as aleracdes nesse tecido causadas pelo veneno Bothrops

alternatus (BAV) e relatou as diversas alteracfes apresentadas nesse 0rgao.

1.4.5 Cérebro

O sistema nervoso dos peixes se caracteriza pelo cérebro dividido em cinco
partes: o mielencéfalo, metaencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo, telencéfalo e a medula
espinhal. O telencéfalo tem fungéo olfativa; o diencéfalo nos peixes origina o talamo,

0 centro para impulsos olfativos e visuais. Do diencéfalo surgem duas estruturas
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medianas; anteriormente surge o corpo parietal, e na regidao posterior, o corpo pineal
(PRECHTL et al., 1998).

Nos ciclostomos existem as duas estruturas, enquanto que na maioria dos
peixes ocorre somente o corpo pineal. O mesencéfalo dos peixes é o centro de
coordenacao nervosa. Esta estrutura desenvolve a partir da regido dorsal dois lobos
opticos. O metencéfalo da origem ao cerebelo, o centro de coordenacdo muscular,
sendo mais desenvolvido nos tubardes, peixes de movimentos muito rapidos. O
mielencéfalo forma o bulbo do encéfalo, que, em todos os vertebrados esta
relacionado com o0s centros de atividades vitais, como a respiragdo, batimento
cardiaco e metabolismo. Nos peixes esta regido € o centro do sistema da linha lateral
e do ouvido interno. Da mesma maneira que os anfibios os peixes possuem 10 nervos
cranianos (LAGLER et al., 1977; PRECHTL et al., 1998).

Em trabalho publicado por Berntssen et al., (2003), o cérebro pareceu ser o
orgdo mais sensivel aos danos oxidativos provocados por mercurio quando
comparado com outros 6rgaos em peixes expostos ao MeHg via oral. Embora o rim e
o figado acumulem a maioria do MeHg, as injurias oxidativas ocorrem no cérebro
devido a pequena capacidade de regeneracdo, e ndo no figado e nos rins, como
esperado. Entdo observa-se dentre os 6rgdos que devem ser analisados, o cérebro

esta incluido.

1.5 USO DE Danio rerio (ZEBRAFISH) EM MODELOS EXPERIMENTAIS PARA
ENSAIOS BIOLOGICOS COM PRODUTOS NATURAIS

O uso de zebrafish j4 esta estabelecido como uma plataforma de pesquisa para
a descoberta de novos farmacos, além de ser um modelo Util em outras areas da
ciéncia. A facilidade com que produtos naturais e pequenas moléculas podem ser
analisados neste animal, o torna um modelo para triagem de bioatividade de extratos
e componentes deles derivados. O grande numero de testes que podem ser
realizados com zebrafish € um dos atrativos dos modelos, jA que ndo € possivel
realizar um numero tdo grande de testes em outros modelos experimentais. Os
ensaios com base em Danio rerio (zebrafish) podem auxiliar no isolamento de grande
namero de moléculas bioativas provenientes de extratos vegetais, identificadas em

triagens de larga escala, aumentando a relevancia biologica de tais descobertas, e
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outro fator positivo na utilizacdo deste modelo animal para triagem em larga escala é
a quantidade diminuta de extratos ou produtos isolados requeridos para a realizacéo
dos testes. Portanto, a importancia dos modelos de zebrafish € comprovada pelo
namero crescente de publicacdes e dos diversos testes realizados (CRAWFORD et
al., 2011; TABASSUM et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

1.5.1 Produtos naturais e suas perspectivas

O termo produtos naturais, refere-se a pequenas moléculas produzidas por
organismos vivos (particularmente metabdlitos secundéarios), que ainda sdo uma
excelente fonte quimica subutilizada para a descoberta de novos medicamentos.
Componentes bioativos isolados de plantas, fungos e bactérias deram origem a uma
vasta gama de compostos terapéuticos para humanos. Além disso, outros séo
ferramentas em farmacologia, bioquimica e biologia celular (CRAWFORD;
ESGUERRA; WITTE, 2008).

O aprimoramento da quimica computacional nos anos 90 e o desenvolvimento
de novas tecnologias, provocaram o declinio no campo da pesquisa de drogas
derivadas de produtos naturais (CRAWFORD; ESGUERRA; WITTE, 2008). E valido
lembrar que algumas empresas farmacéuticas eliminaram suas pesquisas com drogas
derivadas de produtos naturais. A pesquisa com produtos naturais possui outros
desafios inerentes como a dificuldade do isolamento de compostos puros de extratos
brutos, identificacdo do mecanismo de acao e sintese de estruturas complexas, muitas
vezes em quantidades tdo pequenas, que ndo tem a sua atividade detectada atraves
de triagem de alto rendimento (CLARDY; WALSH, 2004). Apesar dos macicos
investimentos em novas tecnologias para o desenvolvimento de compostos quimicos,
a quantidade de novos farmacos lancados no mercado ndo tem aumentado
proporcionalmente. Sendo assim, a quimica computacional e combinatdria nao
consegue atingir seu objetivo de ser uma fonte primaria de novos compostos bioativos
candidatos a farmacos inovadores (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 2001).

Neste contexto, os produtos naturais vém recuperando espaco e importancia
na indastria farmacéutica, como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares
bioativos. Ha uma crescente valorizagdo dos produtos naturais, pois estes possuem

estruturas, que foram evolutivamente selecionadas com base em sua habilidade de
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interagir com macromoléculas biolégicas (KOEHN; CARTER, 2005; MCCHESNEY;
VENKATARAMAN; HENRI, 2007). Portanto, a pesquisa com produtos naturais vai
continuar a se expandir, tendo estes como fonte inspiradora para o desenvolvimento
de novas drogas.

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

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

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

1.6 VANTAGEM DO Danio rerio (ZEBRAFISH) COMO ORGANISMO MODELO

O zebrafish € um pequeno peixe teledsteo, tropical de 4gua doce, que mede de
trés a quatro centimetros pertencente a familia Cyprinidae, sendo uma espécie muito
conhecida pelo seu uso ornamental. Entretanto, a cada dia este pequeno peixe vem
sendo utilizado pela comunidade cientifica como modelo experimental.

A chave de todo sucesso do Danio rerio (zebrafish), como modelo experimental,
reside no fato deste possuir caracteristicas favoraveis como: pequeno custo e espaco
requerido para manutencdo, desenvolvimento rdpido e externo ao corpo, ciclo
bioldgico curto, grande prole (centenas de ovos por acasalamento). Os embrides sao
translicidos e pequenos (1-5 mm 29 dependendo do estagio de desenvolvimento)
adequados a manipulacdo e microinjecao (LELE; KRONE, 1996; BAILEY; OLIVERI;
LEVIN, 2013). E valido lembrar que a maioria dos testes realizados utilizam embrides
e larvas.

A vantagem chave no teste de bioatividade de pequenas moléculas, utilizando

larvas e embrides de zebrafish é que os compostos podem ser simplesmente diluidos
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em agua nao estéril, e as moléculas de baixo peso molecular sdo rapidamente
absorvidas pela pele e branquias, promovendo aumento da capacidade de analise
centenas de moléculas por dia (LANGHEINRICH, 2003; ZON; PETERSON, 2005).

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

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

Outro aspecto importante deste peixe é a sua utilizacdo como modelo de
estudos genéticos, tendo sido estabelecido nos anos 70 por Streisinger, que estudou
o desenvolvimento embrionario do zebrafish (STREISINGER, 1981). Nos anos 2000,
ocorreu um progresso consideravel na genética e genémica do Danio rerio (zebrafish).
Em 2001, o Instituto Sanger iniciou o sequenciamento total do genoma do zebrafish e
em 2013 o seu genoma foi totalmente sequenciado, mostrando que 70 % de seus 26
mil genes sdo semelhantes aos genes humanos (STERN; ZON, 2003; HOWE et al.,
2013), o seu genoma mitocondrial encontra-se totalmente sequenciado desde outubro
de 2001 (BROUGHTON; MILAM; ROE, 2001), e comparando as sequéncias do
genoma humano e do zebrafish, muito genes como os do ciclo celular, crescimento,
diferenciacéo, funcdes teciduais, supressores tumorais e oncogénese permanecem

conservados, tornando o Danio rerio (zebrafish) um organismo modelo fidedigno para
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a triagem de bioatividade de drogas e produtos quimicos (AMATRUDA et al., 2002;
CRAWFORD; ESGUERRA; WITTE, 2008).

As pesquisas genéticas com este peixe produziram uma gama de linhagens
mutantes, que podem ser utilizadas para a realizacdo de estudos das mais diversas
patologias. Alguns exemplos de linhagens de zebrafish mutantes com defeito: no
desenvolvimento de cartilagem, hematopoese, desenvolvimento cardiovascular.
Atualmente, ensaios genéticos incluem testes de funcdo gastrointestinal,
desenvolvimento vascular, epilepsia e diabetes (CRAWFORD; ESGUERRA; WITTE,
2008; SETH; STEMPLE; BARROSO 2013). Houve também o desenvolvimento de
uma linhagem mutante de Danio rerio (zebrafish) totalmente transparente utilizada
para pesquisas relacionadas ao cancer e células tronco, anteriormente limitada
somente as larvas e embrides (WHITE et al., 2008). As linhagens mutantes de
zebrafish possuem como funcdo, na pesquisa toxicoldgica, esclarecer os papéis de
genes especificos e suas interacdes com vias de sinalizacdo na patogénese causada
por lesBes induzidas por toxicante. Além disso, zebrafish com muta¢des duplas ou
triplas podem elucidar as interagbes de conjunto de genes. Mutantes de zebrafish
podem ser produzidos de forma mais econ6mica e eficiente do que em murinos
(SPITSBERGEN; KENT 2003; HILL et al., 2005).

Além das diversas linhagens mutantes, o Danio rerio (zebrafish) tem se
mostrado um modelo vertebrado versatil para estudos de genética reversa.
—Antisense morpholinoll oligonucleotideos, comumente referidos apenas como
—morpholinosll, € a técnica mais utilizada para a producao de zebrafish nocautes.
Esta técnica bloqueia especificamente a funcao de um gene em embrido de zebrafish.
Os —morpholinosll estdo disponiveis em bibliotecas, e sua microinjengao é realizada
de maneira dose-dependente em embribes nos primeiros estagios de
desenvolvimentos. Dois tipos de —morpholinosll sdo mais utilizados para interferir na
expressdo génica das proteinas —ATG-morpholino” (bloqueia a tradugdo dos
ribossomos e deixa o embrido sem uma proteina) e o —splice- 31 morpholinoll, se liga
e interfere no splicing do RNA, resultando numa proteina de forma truncada que é
utilizado para o estudo de um dominio da proteina especifico. Contudo, numerosos
genes ja foram funcionalmente analisados desta maneira, incluindo diversos

identificados no contexto de triagens genéticas reversas de alta escala (HEASMAN,

Introdugdo 23



2002; DOITSIDOU et al., 2002; PICKART et al., 2004; ESGUERRA et al., 2007; BILL
et al., 2009).

Os métodos de transgenia em nesse modelo animal estdo bem estabelecidos,
permitindo que a geragéo direta de linhagens transgénicas expressa fluorescéncia sob
o controle de promotores especificos teciduais, e nos ultimos anos houve varios
avancos na capacidade de gerar linhagens transgénicas de zebrafish, reduzindo
radicalmente o tempo para gerar novas linhagens. Tradicionalmente, zebrafish
transgénicos eram gerados por microinjencdo de plasmideo linearizado de DNA,
contendo a sequéncia codificagdo de uma proteina conhecida (tipicamente GFP-
Grenn Fluorescent Protein), imediatamente incorporada a um promotor para o gene
de interesse. No entanto, esta abordagem sofreu uma série de limitacbes, em
particular devido a baixa integragdo com a linhagem germinal. Os avangos
tecnologicos incluem a introducdo de sistemas Gateway e producdo de plasmideos
compativeis que podem ser usados em zebrafish; clonagem I-Scel, que quando
introduzido em sitios de meganucleases aumentam a eficiéncia da integracdo com a
linhagem germinativa. Mais recentemente, melhoria tem sido alcangada por
cromossomos bacterianos recombinantes, onde sdo introduzidos fluoroforos e sitios
de transposases Tol 2 em um cromossomo bacteriano contendo o gene ou 0 promotor
de interesse (HAMMOND; MORO, 2012).

1.7 AVALIACAO DE PRODUTOS NATURAIS UTILIZANDO Danio rerio (ZEBRAFISH)
COMO MODELO EXPERIMENTAL

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

O zebrafish tem sido largamente utilizado para estudos de toxicidade ambiental
caracterizando os danos provocados por diversos poluentes e é considerado o padréao

ouro para avaliacdo de toxicidade ambiental e qualidade da agua (SCHOLZ et al.,
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2008). Diversas substancias consumidas por humanos como flavonoides, drogas de
abuso, alcaloides ja foram testados quanto ao seu potencial teratogénico e
embriotéxico sobre zebrafish (JONES et al., 1964; THOMAS, 1975; KIM et al., 2009;
STEWART; KALUEFF, 2014; LU et al., 2014). Com a expansao da nanotecnologia o
zebrafish vem ganhando espaco como modelo experimental para testes de seguranca
ambiental e de salude dos mais variados nanomaterias e nanocompostos (SCHOLZ et
al., 2008; LIN et al., 2013).

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

Danio rerio (zebrafish) adultos podem ser utilizados para a triagem de atividade
antiinflamatdria, especialmente de produtos naturais, através de um modelo recém
estabelecido por Huang e colaboradores (2014) que baseia-se na administracao
intraperitoneal de A- carragenina. Os autores descrevem um aumento significante do
edema abdominal e proteinas pro-inflamatérias (TNF-a e enzima oxido nitrico sintase

induzida) em zebrafish induzido por carragenina.

1.8 AVALIACAO DE EXTRATOS E COMPONENTES ISOLADOS DE PLANTAS
UTILIZANDO Danio rerio (ZEBRAFISH) COMO MODELO EXPERIMENTAL

No que se refere a descoberta de produtos naturais, a triagem em larga escala
de produtos naturais tem se expandido nos ultimos anos. Além disso, os estudos
utilizando o zebrafish como modelo experimental in vivo para teste de extratos de
vegetais tem se tornado mais comum (VALLE-MOJICA; ORTIiZ, 2012; BANSODE et
al., 2013; BENNEH et al., 2017). Os ensaios com zebrafish in vivo para descoberta de

atividade de fragbes de extrato tem se mostrado bastante util e muito explorado.
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Atualmente, o zebrafish j& foi utilizado para a triagem de diversas atividades de
extratos de vegetais, dentre as quais estdo a toxicidade de extratos e a acdo destes

sobre doencas neuropsiquiatricas.

1.9 DOENCAS NEUROPSIQUIATRICAS

A utilizacdo do zebrafish para pesquisa em neurociéncias tem crescido
bastante nos udltimos anos (DARLAND; DOWLING, 2001; GERLAI et al., 2000;
NINKOVIC; BALLY-CUIF, 2006; LEVIN; CHEN, 2004; STEWART; KALUEFF;
GERLAI, 2014; FREIFELD et al., 2017).

Além da praticidade e do componente genético bem estudado, muitos sistemas
de neurotransmissao ja foram identificados nesta espécie, tais como: glutamatérgico
(EDWARDS; MICHEL, 2002), colinérgico (BEHRA et al.,, 2002), dopaminérgico
(BOEHMLER et al.,, 2004), serotoninérgico (RINK; GUO, 2004), purinérgico
(KUCENAS et al., 2003; RICO et al., 2003) e gabaérgico (KIKUCHI et al., 2004).

1.9.1 Depresséao

A depressédo ndo é uma Unica doenca, ela representa um espectro de disturbios
com sintomas sobrepostos ou compartilhados (NESTLER et al., 2002). Ela também é
conhecida como transtorno depressivo maior (MDD, do inglés major depressive
disorder) e tem um impacto significativo na saude publica (KESSLER et al., 2003),
sendo considerada o fator primordial de problemas de salde e incapacidade no
mundo.

De acordo com as Ultimas estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), mais de 300 milhdes de pessoas vivem com depressao. A falta de apoio as
pessoas com transtornos mentais, € um dos motivos que impedem muitas pessoas
de acessarem o tratamento que necessitam para viver de forma saudavel e produtiva
(WHO, 2017). Esse transtorno pode ser crbnico ou recorrente, prejudicando
consideravelmente o desempenho do individuo nas suas tarefas cotidianas. Quase
90% dos individuos com depressao apresentam episédios recorrentes (KENNEDY,

2008). Os guadros mais graves podem levar ao suicidio.
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A depressdo é caracterizada por baixa autoestima, tristeza, sentimento de
culpa, perda de interesse, cansaco, desanimo, baixa concentracdo e disturbios de
sono ou apetite (WHO, 2017). A etiologia dessa desordem pode ser genética e
ambiental, apresentando relagdo com outros disturbios psiquiatricos (EHLERS;
FRANK; KUPFER, 1988; REGIER et al., 1998; MCDONALD; RICHARD; DELONG,
2003).

Diversos fatores aumentam a predisposicédo a depressédo, como obesidade,
sedentarismo, adversidade na infancia e experiéncias traumaticas (CARPENTER et
al., 2000; BLUMENTHAL et al., 2007; MORINA et al., 2013; TUNNARD et al., 2014).
As principais hipoteses relativas a base bioldgica da depresséo estédo situadas nos
estudos sobre neurotransmissores cerebrais e seus receptores. Monoaminas sao a
principal teoria envolvendo 0s neurotransmissores cerebrais. A suposicdo das
monoaminas fundamenta-se no conceito da deficiéncia das aminas biogénicas como
a causa das depressodes (SCHILDRAUT, 1965; BUNNEY; DAVIS, 1965; VAN PRAAG,;
KORF, 1971; WILLNER, 1990).

A depressado é frequentemente relacionada com outros transtornos mentais,
como ansiedade, transtorno da personalidade, dependéncia e abuso de drogas
(REGIER, 1990; IKETANI et al., 2002).

1.9.2 Ansiedade

Um levantamento publicado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) mostra
que 264 milhdes de pessoas no mundo sofrem com transtornos de ansiedade. No
Brasil sdo mais de 18 milhdes de pessoas com algum transtorno de ansiedade (WHO,
2017).

A ansiedade é uma reacdo emocional adaptativa resultante de uma
circunstancia aversiva que causa sentimento de inseguranca e impoténcia. E
considerada uma condicao fisiologica normal, no entanto a patologia € definida a partir
do momento em que o sofrimento provocado pela ansiedade trouxer prejuizos
psicologicos e social ao individuo (BRAGA et al., 2010).

Ela é estabelecida por fatores emocionais e/ou comportamentais e fisioldgicos.
No contexto emocional pode-se manifestar sensacdo de medo, inseguranca,

apreensdo e aumento do periodo de alerta. De acordo com a definigéo fisiologica a
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ansiedade é um estado de funcionamento cerebral em que ocorre ativagdo do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA), ocasionando sintomas como insdénia, taquicardia,
palidez, aumento da respiragdo, tensdo muscular, tremor, tontura, desordens
intestinais, entre outros (MACKENZIE, 1989; ANDRADE; GORENSTEIN, 1998).
Diferentes vias de neurotransmisséo fazem parte dos mecanismos de
mediacao da ansiedade, em especial, 0s sistemas gabaérgico e serotoninérgico assim
como os dopaminicos, neuropeptidicos, entre outros (GRAEFF; GUIMARAES, 2005).
O funcionamento dessas estruturas pode ser facilitado pelas aferéncias
noradrenérgicas e serotonérgicas advindas do mesencéfalo e drogas  ansioliticas

reduziriam a acéo facilitadora dessas monoaminas (GRAY, 1984).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar as atividades ansiolitica, antidepressiva e os efeitos toxicos agudo do
extrato hidroetanodlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) em Danio rerio
(zebrafish).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar a concentracdo letal média (CLso) e a dose letal média (DLso) do

extrato hidroetanolico das folhas de S. mombin;

v Avaliar os efeitos da administracdo aguda das diferentes concentracdes do
extrato hidroetandlico das folhas de S. mombin sobre os parametros

comportamentais e observacéo da mortalidade de D. rerio de ambos 0s sexos;

v' Avaliar os efeitos da administracdo aguda (48 horas) das diferentes
concentragbes do extrato hidroetandlico das folhas de S. mombin sobre os
parametros histopatoldgicos (branquias, figado, rins, intestino e cérebro) de D.

rerio de ambos 0s sexos;

v Avaliar a atividade ansiolitica do extrato hidroetanélico das folhas de S. mombin
no teste de preferéncia claro/escuro, bem como, suas possiveis correlacdes

com as variaveis comportamentais;

v Avaliar a atividade antidepressiva do extrato hidroetanélico das folhas de S.
mombin no teste de mergulho em tanque novo, bem como, suas possiveis

correlagbes com as variaveis comportamentais.
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Abstract

Ethnobotanical relevance: Spondias mombin L. is a plant that is found dispersed
throughout the tropical regions of South America, Africa, and Asia, being found mainly
in the North and Northeast of Brazil, where the leaves are used in preparations for
neuropsychiatric disorders. Therefore, it is of great importance to carry out studies in
different pharmacological models that can prove the traditional use of this plant
species.

Materials and methods: the hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm)
was evaluated by oral administration (25 mg/kg) and by immersion (25 mg/l) in
scototaxis test in Danio rerio (zebrafish). For this study, caffeine (100 mg/kg) and
buspirone (25 mg/kg) were used as standard drugs.

Results: by the HPLC-UV fingerprint analysis, the HELSm presents several derivatives
of polyphenolic compounds and flavonoids and identified ellagic acid and isoquercitrin.
By immersion, the LCso was 49.86 mg/l in zebrafish. For all spatiotemporal and
behavioral variables (time spent, white compartment, latency, toggle, erratic
swimming, freezing duration, thigmotaxis, and risk assessment), the treatment with
HELSm produced a similar effect to buspirone and was significant when compared
to the caffeine and control group (p < 0.01, Tukey-Kramer test).

Conclusions: From the obtained results, it can be suggested that the acute
administration of the HELSm in the scototaxis test in a zebrafish model (Danio rerio)
produced an anxiolytic effect, devoid of hypnotic and sedative actions by immersion,
and this action was improved when administered by oral via. Possibly, the presence

of isoquercitrin in the leaves of Spondias mombin participates in the anxiolytic effect.

Keywords: Spondias mombin, scototaxis test, Danio rerio, zebrafish, anxiolytic.
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1. Introduction

The World Health Organization (WHO) has shown that 264 million people
worldwide suffer from anxiety disorders. In Brazil, there are more than 18 million people
with some anxiety disorder (WHO, 2017).

Anxiety is an adaptive emotional reaction resulting from an aversive
circumstance that causes feelings of insecurity and impotence. It is considered a
standard physiological condition. However, the pathology is defined from the moment
in which the suffering provoked by the anxiety brings psychological and social
damages to the individual (Braga et al., 2010).

Anxiety is established by emotional and/or behavioral and physiological factors.
In the psychological context, there may be a feeling of fear, insecurity, apprehension
and an increase in the alert period. According to the physiological definition, anxiety is
a state of cerebral functioning in which activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis occurs, causing symptoms such as insomnia, tachycardia, paleness,
increased respiration, muscle tension, tremor, dizziness, and disorders like intestinal
diseases, among others (Mackenzie, 1989; Andrade and Gorenstein, 1998).

Different pathways of neurotransmission are part of the mechanisms of anxiety
mediation, especially the gabaergic and serotonergic systems, as well as
dopamine and neuropeptide, among others (Graeff, 2005). The functioning of these
structures can be facilitated by noradrenergic and serotonergic afferents from the
midbrain, and anxiolytic drugs would reduce the facilitating action of these
monoamines (Gray, 1984).

Therapy with medicinal plants may be an effective alternative for the treatment
of various psychiatric disorders, including anxiety and control of the systems involved
(Faustino et al., 2010).

Spondias mombin L. (Anacardiaceae) is found in the tropical area of South
America, in parts of Asia, western India, and parts of Africa (Croat 1974; Ayoka et al.
2006). Phytochemical studies of the leaves detected the presence of tannins,
saponins, glycosylated anthraquinones, alkaloids (Corthout et al.,1991; Abo et al.,
1999; Njoku, and Akumefula, 2007; Silva et al., 2011), triterpenes (Fred-Jaiyesimi et
al. 2009), and flavonoids (Njoku and Akumefula, 2007; Silva et al., 2012).

In Brazil and other South American countries, leaves are used in traditional

medicine as anti-inflammatory, antitumoral, antidepressive, and anxiolytic (Elufioye et
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al., 2017; Albuquerque et al., 2007; Lorenzi and Matos 2008; Offiah and Anyanwu
1989; Ayoka et al., 2005; Uchendu and Isek 2008).

Because Spondias mombin L. is a plant used by traditional medical practitioners
in Nigeria in the treatment of various nervous disorders, Ayoka et al. (2005 and 2006)
studied the anxiolytic properties of the aqueous, methanol and ethanol extracts of the
leaves. However, these extracts were administered intraperitoneally, and the ethanol
extract was effective in abolishing rats' aggressive attacks and reducing swimming
time in mice.

The use of zebrafish for neuroscience research has grown in recent years
(Gerlai et al. 2000; Ninkovic and Bally-Cuif 2006; Darland and Dowling 2001; Levin
and Chen 2004; Stewart et al. 2014; Kalueff et al. 2014; Freifeld et al. 2017). The use
of zebrafish is attractive for genetic studies because it is a useful intermediate
between invertebrates and rodents (Guo, 2004). The vast majority of the genes
discovered in this species are evolutionarily conserved and have homologs in
mammals (Cerda et al. 1998; Parng et al. 2002). The degree of homology is 70-80%
(Barbazuk et al. 2000), allowing forthe results found in this species to
be more directly extrapolated to humans than those obtained in invertebrates (Parng
et al. 2002) and more economically to rodents. In addition to its practicality and well-
studied genetic component, this tool may be essential in the study of preparations
that are popularly used to treat neurovegetative disorders.

Also, many neurotransmission systems have already been identified in this
species, such as the glutamatergic (Edwards and Michel, 2002), cholinergic (Behra et
al. 2002), dopaminergic (Boehmler et al. 2004), serotoninergic (Rink and Guo 2004),
purinergic (Kucenas et al. 2003; Rico et al. 2003) and gabaergic (Kikuchi et al.
2004) systems. Thus, the objective of this study was to evaluate the acute anxiolytic
effect of the hydroethanolic extract of the leaves of Spondias mombin (HELSm) on the
scototaxis (dark/light preference) protocol with Danio rerio (zebrafish) by oral and

immersion administration.

2. Material and methods
2.1. Obtaining plant material

The leaves of Spondias mombin were collected in the city of Macapa
(0°00'22.67": -51°06'57.60"), Amapa State, Brazil. A sample of fertile plant material
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was identified and deposited in the Embrapa Herbarium of the Eastern Amazon (IAN),
located in Belém, PA - Brazil, under the exsiccate number 195999.

The extract was obtained by maceration, from leaves crushed by turbolise, with
a hydroethanolic solution (75%), for 48 hours. The extract was concentrated by
rotaevaporator and then lyophilized, yielding 29.58%. It was stored in an amber bottle

in a desiccator until the moment of use.

2.2. Analysis of HELSm by high-performance liquid chromatography

The analytical standards were purchased from ellagic acid and isoquercitrin
(Sigma—Aldrich®, =2 98%). The solvents used in extract preparation were analytical
grade and in HPLC analysis were HPLC grade solvents. The water was purified with a
Milli-Q system (Millipore®, Bedford, USA). All solutions prepared for HPLC analysis
were filtered through a 0.45 mm membrane before use.

Chromatographic analyses were performed using a method described by
Cabral et al. (2016). An elution system with acetonitrile 100% (solvent A) and acetic
acid 1%, adjusted to pH 3 (solvent B) at the follow gradient flow was used: 0—-30 min,
a linear change from A:B (13:87, v/v) to A:B (15:85, v/v); 30—40 min, an isocratic elution
with A:B (15:85, v/v); 40—45 min, a linear variation up to A:B (20:80, v/v). The flow rate
was kept constant at 1 ml/min, and the chromatograms were recorded at 340 nm,
whereas the UV spectra were monitored at a wavelength of 220-540 nm. The peaks
were characterized by comparison of their retention times and UV spectra with the
reference standards and by a co-injection (extract + reference standard). The
references standards were prepared in H20O:methanol (1:1, v/v). The HELSm extract
was analyzed at 5 mg/ml.

The apparatus was an HPLC-UV Shimadzu, Class-VP (Japan) equipped with a
high-pressure pump (LC-20 AT); automatic sampler (SIL-20AC) and UV detector SPD

20A. A column C-18 Watters®at 30°C was used with a guard column.

2.3. Animal

Animals of both sexes of the species Danio rerio (wild strain type, 6 months of
age, 3.5-4.0 cm in length and weighing on average 650 mg) were used from Acqua
New Aquarium and Fish Ltda. ME, lgarassu-PE, Brazil. The animals were kept in the

Zebrafish Platform of the Laboratory of Research on Drugs, Federal University of
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Amap4, at a temperature of 26 £ 2°C with a light/dark cycle of 12 h. Feeding was
carried out twice daily with Artemia salina and/or own ration for the species.

The experimental protocols are in accordance with the legislation for animal
experimentation established by the National Council of Animal Experimentation of
Brazil (CONCEA). The project was approved by the Animal Use Ethics Committee
(CEUA) of the Federal University of Amapa-UNIFAP under protocol number 003/2017.

2.4. Determination of the LCsg

In a 1-liter aquarium, the HELSm was diluted in different concentrations (25, 50,
75 mg/l). Each concentration was performed in triplicate, using 12 animals for each
concentration, and the fish remained in contact with the solution for 48 hours. During
this period the animals were observed, the behavioral changes and mortality were

recorded. For the determination of the LCso, the probit test was used.

2.5. Drugs and route of administration

Oral administration (gavage, n = 4 / group) was based on the method described
by Collymore et al. (2013) with modifications, using the following doses, in the volume
of 2ul/animal: caffeine 100 mg/kg (anhydrous, Jilin Shulan Co., CA201609033, China),
buspirone 25 mg/kg (Libbs Phamaceutical Ltda., lote 1610258, Sdo Paulo), HELSm 25
mg/kg (dose established from the toxicity study), and the control group (treated with
distilled water, 2ul/animal).

In immersion administration (n = 4/group), each drug was diluted in distilled
water in the following dilutions: caffeine 100 mg/l, buspirone 25 mg/l, HELSm (25 mg/l),
and the control group had contact with distilled water only. Each animal in the specific
group was exposed to the solution containing the drug for 30 minutes. Then,
individually, it was submitted for a scototaxis test.

2.6. Scototaxis test in zebrafish

This assay was based on the method described by Maximino et al. (2010),
which consisted in the use of a specific aquarium for this type of test (Maximino et al.,
2007; Maximino et al., 2010), comprising of a black and a white side and a 75 W lamp
that was placed 1.80 m high in the center of the apparatus. The experiments were
recorded using a video camera (Nikon D3300) positioned 56 cm above the test tank.
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The individualized behavioral analysis was performed through the Any-maze® software
(Stoelting CO, EUA).

After oral treatment or immersion, individually, each animal was placed in the
central compartment of the apparatus for acclimatization for 3 minutes. After this
period, the hatches delimiting the central compartment were removed, and thus, the
behavior of the animals was recorded for 15 minutes. Data from animals that did not
cross the midline in the 15-minute session were discarded to prevent false positives in
preference measures (Noakes and Baylis, 1990).

In the individualized behavioral analysis, the following spatiotemporal and
behavioral variables were recorded (Maximino et al., 2010): time spent in the white
compartment (s), latency, (s, time to enter the white compartment), toggle (n, the total
number of times that the center-point of the animal crossed through the center of the
tank that divided the black and white compartments), erratic swimming (n), freezing
duration (s, the proportion of the time spent in the white compartment that the animal
was immobile, moving less than 0.75 cm/s), duration of thigmotaxis (s, the proportion
of the time spent in the white compartment used in sustained swimming at a distance

of up to 2 cm of the nearest wall), and risk assessment (n).

2.7. Statistical analysis

For statistical analysis of the obtained results, the GraphPad Prism Software
(version 6.0) was used. For the determination of the LCso the probit test was used and
ANOVA (one-way) was applied for data analysis, followed by the Tukey-Kramer test
for comparison of the test and control groups. The results were expressed as the mean

+ standard deviation of the mean. Values with p < 0.01 were considered significant.

3. Results
3.1. Analysis of HELSm by high-performance liquid chromatography

The HPLC-UV fingerprint analysis of each peak showed that the HELSmM
presents several derivatives of polyphenolic compounds and flavonoids (Figure 1).
Ellagic acid (rt = 36,861 min) and isoquercitrin (rt = 39,547) were identified and
determined by comparison of their retention times and UV spectra with the reference

standards and by a co-injection (extract + reference standard).
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3.2. Determination of the LCso
From the exposure of the animals by immersion at the concentrations of 25, 50
and 75 mg/l of HELSm, the determined LCsowas 49.86 mg/l (Table 1).

3.3. Scototaxis test in zebrafish

In the two different routes of administration (oral and immersion), significant
differences were observed in the time spent in the white compartment, whereas the
various groups treated with HELSm presented more extended time in the white
compartment, compared to the caffeine and control groups (Figure 2).

As for the latency time to enter the white compartment of the aquarium,
treatments with buspirone and HELSm by immersion and oral administration presented
similar results, with a significant decrease when compared to the control and caffeine
groups (Figure 3, p < 0.01). About the number of alternations (toggle) shown in Figure
4 (by immersion and oral), the HELSm and buspirone groups presented a more
significant number, rotating more times between one compartment and another. when
compared to the control and caffeine groups (p <0.01).

Significant differences (p <0.01) were observed in the number of erratic
swimming events in the white compartment. The HELSm group showed a decrease in
erratic swimming similar to that found for buspirone; both opposed to the caffeine group
that presented the highest erratic swimming, followed by the control group. These
results were identical for the two treatment routes (immersion and oral, Figure 5). This
same behavior was observed for the duration of freezing in the white compartment
(Figure 6, p <0.01), since the buspirone and HELSm groups had a lower freezing time
recorded compared to the caffeine group that presented similar activity to the control.

For thigmotaxis (Figure 7), the immersion and oral routes presented similar
activities. The HELSm and buspirone groups produced less thigmotaxis than the

control and caffeine groups (p < 0.01). The risk assessment events were altered
(Figure 8); the treatment with HELSm produced similar activity to the buspirone group,
in which the risk assessment was lower than the caffeine group that presented a higher

risk assessment in comparison to the control group.

4. Discussion
Cabral et al. (2016) reported the presence of several polyphenolic compounds

with four major peaks (chlorogenic acid, ellagic acid, isoquercitrin and one no
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identified). Ellagic acid has also been detected by HPLC in the leaves' methanolic
extract (Silva et al, 2012).

In the determination of LCso, it was observed that up to the concentration of 25
mg/l HELSm by immersion, it did not produce a marked behavioral change in the
animals, only increased swimming activity in the initial minutes. However, Ayoka et al.
(2006) determined the LDso in mice intraperitoneally for the aqueous, methanolic, and
ethanolic of S. mombin L. leaves extracts of 480 mg/kg, 1.1 g/kg, and 1.36 g/kg,
respectively, and in rats was 620 mg/kg, 1.08, and 1.42 g/kg.

In the present study, we demonstrated the effects of HELSm by immersion and
gavage administration (oral) on Danio rerio (zebrafish), relating to the effects of
caffeine and buspirone on the same routes of administration and comparing with the
control group, treated with water.

According to Serra, Medalha and Mattioli (1999), staying longer on the dark side
of the aquarium is a typical reaction of zebrafish. This preference for the dark seen in
the scototaxis test represents a typical defensive strategy of the species as if it were a
predator avoidance behavior (Rosemberg et al., 2011). This reaction was observed in
the control and caffeine-treated groups, thus indicating the possible anxiogenic effect

of caffeine on zebrafish, while the group treated with HELSm, as well as with
buspirone, demonstrated that these substances produced an anxiolytic effect on the
scototaxis test (light/dark preference test, Figure 2). Previous studies have shown in
adult zebrafish that treatment with the 5-HT1A receptor partial agonist, buspirone,
produced markedly anxiolytic effects (Bencan et al. 2009; Maaswinkel et al. 2012;
Gebauer et al. 2011; Maaswinkel et al. 2013; Laua et al. 2011; Maximino et al. 2011).

The higher latency to enter the light side of the apparatus, after going through
the dark side, is indicative that the animal prefers the dark side (Serra, Medalha and
Mattioli, 1999), indicating defensive behavior. The latency to the clear compartment
output was statistically significant for the caffeine-treated group when compared to the
groups treated with HELSm and buspirone, either by immersion or by oral route (Figure
3). This result is in agreement with the data described by Maximino (2011), which
indicates that the dose of 100 mg/kg of caffeine potentiates the anxiogenesis. In
rodents, the tendency was to search for the dark compartment in the light/dark box test
after administration of caffeine (Bradley et al. 2011).

The number of alternations of the caffeine group was the least

when compared with the other groups; the HELSm and buspirone groups obtained the
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higher number of alternations (Figure 4). The innate aversion of rodents to light
environments is measured from anxiogenic components and expressed in behaviors
such as the lower exposure to the light side of the box and the smaller number of
alternations between the compartments (Bourin and Hascoét 2003), as observed in
zebrafish.

Erratic swimming is another parameter used to assess anxiety. Anxiolytic drugs
reduce anxiety-like behaviors, while anxiogenic agents potentiate these responses
(Kalueff et al. 2013). In a factorial analysis, this behavior varies according to the
preference for darkness (Blaser et al. 2010). This finding was observed in this study
because the number of erratic swimming events was significantly higher in the
caffeine group (oral and immersion) and lower in the HELSm treated group (Figure 5).
In the scototaxis test (light/dark preference), erratic swimming varies along with the
latency for the first entry into the white compartment and with the risk assessment
(Maximino et al. 2014).

In this study, the freezing time was significantly visible in the white compartment
of the apparatus for the caffeine-treated group, such as the control group. The HELSm-
treated group, as well as buspirone, decreased this behavior, strengthening the
ansiogenic response of caffeine and anxiolytic HELSm and buspirone (Figure 6).
According to Blaser et al. (2010), this may be the variable that best confirms the
increase in anxiety in the scototaxis test.

Among the behavior variables formulated by Kalueff et al. (2013), tigmotaxis is
one of the indicators of anxiety in zebrafish. The animal searches for a place of the
apparatus in which it feels protected. This behavior is potentiated with the treatment
with anxiogenic drugs (Maximino, 2011). For this thigmotactic evaluation, the animals
treated with caffeine had a long time for this behavior, similar to the control group, to
the groups treated with HELSm and buspirone (Figure 7).

For the risk assessment parameter, the caffeine group showed a significant
number for this event, followed by the control group that naturally presents this reaction
because the zebrafish recognizes the new environment. The HELSm treated group
had a lower number of risk assessments, as did the buspirone group (Figure 8). Anxiety
can be defined as a risk assessment behavior in situations where the threat is not high,
but it is potential and may occur from exposure to new environments, negative
subjective experiences, or through a possible aversive stimulus to the environment
(Blanchard, 1990; Graeff, 2007; Graeff and Zangrossi Jr, 2010). The frequent
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manifestation of this behavior leads to the development of anxiety disorder, and this
disease is becoming more prevalent in several countries.

The study by Ayoka et al. (2006) with Spondias mombin leaves extracted with
aqueous, methanol and ethanol solvents demonstrated the presence of tannins,
anthraquinones, flavonoids, glycosides and saponins in the aqueous ethanolic and
methanolic extracts. In this study, the HELSm presents several derivatives of
polyphenolic compounds and flavonoids (Ellagic acid and isoquercitrin, figure 1).
Aguirre-Hernandez et al. (2016) demonstrated that the flavonoid mixture, composed of
quercetin, isoquercitrin, and rutin, was identified as partially responsible for the
anxiolytic and sedative-like effects of Tilia americana var. Mexicana with GABAergic
and serotonergic participation. Therefore, the presence of isoquercitrin can be related
to the results obtained in this study for HELSm.

This set of analyzes was carried out on the scototaxis test, obtaining significant
results for the treatments with HELSm, either by immersion or by oral route, presenting
no differences between the routes, as well as for the group treated with buspirone, an
anxiolytic drug, supports the hypothesis already reported by other authors, who used
different animal models, such as studies by Ayoka et al. (2005 and 2006) that
demonstrated the anxiolytic properties of the aqueous, methanol and ethanol extracts
of the leaves of Spondias mombin L., but by intraperitoneal route, and the study by
Asuquo et al. (2013) which demonstrated that an orally administered to rats aqueous
extract of Spondias mombin has a learning and memory enhancing potential at low
dose.

Ayoka et al. (2006) demonstrated in mice and rats that the leaves extract of
Spondias mombin contains compound(s) with sedative, anticonvulsant, and
antipsychotic properties, and these neuropharmacological properties are possibly
mediated via the facilitation of GABA transmission as well as the blockade of D2
receptors. Therefore, the association of different studies is of great importance for the
validation of traditional use as is the case of Spondias mombin leaf phytopreparations,
which are widely used in the Brazilian Amazon region mainly in cases of
neuropsychiatric disorders.

It is necessary to emphasize that the results obtained in this study using Danio
rerio (zebrafish), a model currently widely accepted for behavioral studies, using two

different routes of administration and the most traditional form of popular use, which
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was a hydroethanolic extract, help to explain the positive results previously obtained

at the nonclinical level and the popular use by diverse traditional populations.

5. Conclusion

Considering the experimental results obtained in this study, it can be suggested
that EHEFSm demonstrated anxiolytic action devoid of hypnotic and sedative effect by
immersion, and this effect was improved orally (gavage) with the acute administration
on the scototaxis test/dark in model Danio rerio (zebrafish). Possibly, the presence of
isoquercitrin in the leaves of Spondias mombin participates in the anxiolytic effect.

The mechanism of action of the anxiolytic activity observed in this study,
considering the animal model used (scototaxis test), seems to involve modulation of
the serotonergic and/or noradrenergic systems, possibly by the regulation of the

monoaminergic system.

Acknowledgment

The authors thank CAPES Pro-Amazonia Proc. Auxpe - 3292/2013 and Proc.
88881.120909/2016-01 (Estagio Senior), CNPq — RAPBIioFar Proc. 407768/2013-0 for
the financial support, CAPES for the student scholarship awarded to the first author,
and Universidad Nacional Autbnoma de México — Programa de Estancias de
Investigacion (PREI-2017).

Authors’ contributions

TISS, NCM, BTFP, GASA, and FLPSN carried out in-vivo tests under the supervision
of JCTC and HK. HRS, BLSO and JLB did the phytochemical profiling with HPLC-UV
studies. EAPP, ANC and JCTC prepared the manuscript.

Conflict of interest

The authors declare no conflict of interests.

References

Abo, K.A., Ogunleye, V.O., Ashidi, J.S., 1999. Antimicrobial Potential of Spondias
mombin, Croton zambesicus and Zygotritonia crocea. Phytotherapy Research.
13, 494-497.

Artigo 1 41



Aguirre-Herndndez, E., Gonzélez-Trujano, M.E., Terrazas, T., Santoyo, J.H.,
Guevara-Fefer, P., 2016. Anxiolytic and sedative-like effects of flavonoids from
Tilia americana var. mexicana: GABAergic and serotonergic participation. Salud
Mental. 39(1), 37-46.

Albuquerque, U.P., Medeiros, P.M., Almeida, A.L.S., Monteiro, J.M., Lins Neto, E.M.F.,
Melo, J.G., Santos, J.P., 2007. Medicinal plants of the caatinga (semi-arid)
vegetation of NE Brazil: A quantitative approach. Journal of
Ethnopharmacology. 114, 325-354.

Andrade, L.H.S.G. and Gorenstein, C., 1998. Aspectos gerais das escalas de
avaliacdo de ansiedade. Revista Psiquiatria Clinica. 25(6), 285-290.

Asuquo, O.R., Udonwa, U.N., Eluwa, M.A., Ekanem, T.B., 2013. Effects of Spondias
mombin Leaf Extract on the Cytoarchitecture of the Cerebal Cortex and on
Learning and Memory in Wistar Rats. International Journal of Science and
Research (IJSR). 2(9), 5-8.

Ayoka, A.O., Akomolafe, R.O., lwalewa, E.O., Ukponmwan, O.E., 2005. Studies on the
Anxiolytic Effects of Spondias mombin L. (Anacardiaceae) extracts. African Journal
of Traditional, Complementary and Alternative Medicine. 2(2), 153-165. Ayoka, A.O.,

Akomolafe, R.O., lwalewa, E.O., Akanmu, M.A., Ukponmwan, O.E., 2006.

Sedative, antiepileptic and antipsychotic effects of Spondias mombin L.

(Anacardiaceae) in mice and rats. Journal of Ethnopharmacology. 103, 166-
175.

Barbazuk, W.B., Korf, I., Kadavi, C., Heyen, J., Tate, S., Wun, E., Bedell, J.A.,
McPherson, J.D., Johnson, S.L., 2000. The Syntenic Relationship of the
Zebrafish and Human Genomes. Genome Research 10, 1351-1358.

Behra, M., Cousin, X., Bertrand, C., Vonesch, J.L., Biellmann, D., Chatonnet, A.,
Strahle, U., 2002. Acetylcholinesterase is required for neuronal and muscular
development in the zebrafish embryo. Nature Neuroscience. 5, 111-118.

Bencan, Z., Sledge, D., Levin, E.D., 2009. Buspirone, chlordiazepoxide and diazepam
effects in a zebrafish model of anxiety. Pharmacology Biochemistry and
Behavior. 94, 75-80.

Blanchard, D.C. and Blanchard, R.J., 1990. Behavioral Correlates of Chronic
Dominance-Subordination Relationships of Male Rats in a Seminatural
Situation. Neuroscience & Biobehavioral Reviews. 14(4), 455-462.

Blaser, R.E., Chadwick, L., McGinnis, G.C., 2010. Behavioral measures of anxiety in
zebrafish (Danio rerio). Behavioural Brain Research. 208, 56—62.

Boehmler, W., Obrecht-Pflumio, S., Canfield, V., Thisse, C., Thisse, B., Levenson,R.,
2004. Evolution and expression of D2 and D3 dopamine receptor genes in
zebrafish. Developmental Dynamics. 230(3), 481-493.

Bourin, M. and Hascoét, M., 2003. The mouse light/dark box test. European Journal of
Pharmacology. 463(1-3), 55-65.

Bradley, B.F., Bridges, N.J., Starkey, N.J., Brown, S.L., Lea, R.W., 2011. Anxiolytic
and anxiogenic drug effects on male and female gerbils in the black-white box.
Behavioural Brain Research. 216(1), 285-292.

Braga, J.E.F., Pordeus, L.C., Silva, A.T.M.C., Pimenta, F.C.F., Diniz, M.F.F.M,,
Almeida, R.N., 2010. Ansiedade Patolégica: Bases Neurais e Avan¢os na
Abordagem Psicofarmacolégica. Revista Brasileira de Ciéncias da Saude.
14(2), 93-100.

Cabral, B., Siqueira, E.M.S., Bitencourt, M.A.O., Lima, M.C.J.S., Lima, A.K., Ortmann,
C.F., Chaves, V.C., Fernandes-Pedrosa, M.F., Rocha, H.A.O., Scortecci, K.C.,
Reginatto, F.H., Giordani, R.B., Zucolotto, S.M., 2016. Phytochemical study and

Artigo 1 42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barbazuk%20WB%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korf%20I%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kadavi%20C%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heyen%20J%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tate%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wun%20E%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bedell%20JA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McPherson%20JD%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20SL%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=10984453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanchard%20RJ%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=2287482

anti-inflammatory and antioxidant potential of Spondias mombin leaves. Revista
Brasileira de Farmacognosia. 26, 304-311.

Cerda, J., Conrad, M., Markl, J., Brand, M., Herrmann, H., 1998. Zebrafish vimentin:
molecular characterization, assembly properties and developmental
expression. European Journal of Cell Biology. 77, 175-187.

Collymore, C., Rasmussen, S., Tolwani, R.J., 2013. Gavaging Adult Zebrafish. Journal
of Visualized Experiments. 78, 1-5.

Corthout, J., Pieters, L., Claeys, M., Berghe, D.V., Vlietinck, A.J., 1991. Antiviral
Ellagitannins from Spondias mombin. Phytochemistry. 30, 1129-1130.

Croat, T.B., 1974. A Reconsideration of Spondias mombin L. (Anacardiaceae). Annals
of the Missouri Botanical Garden. 61(2), 483-490.

Darland, T. and Dowling, J.E., 2001. Behavioral screening for cocaine sensitivity in
mutagenized zebrafish. Proceedings of the National Academy of Sciences.
98(20), 11691-11696.

Edwards, J.G. and Michel, W.C., 2002. Odor-Stimulated Glutamatergic
Neurotransmission in the Zebrafish Olfactory Bulb. Journal of Comparative
Neurology. 454(3), 294-309.

Elufioye, T.0., Obuotor, E.M., Agbedahunsi, J.M., Adesanya, S.A., 2017.
Anticholinesterase constituents from the leaves of Spondias mombin L.
(Anacardiaceae). Biologics. 11, 107-114.

Faustino, T.T., Almeida, R.B., Andreatini, R., 2010. Medicinal plants for the treatment
of generalized anxiety disorder: a review of controlled clinical studies. Revista
Brasileira de Psiquiatria. 32(4), 429-436.

Fred-Jaiyesimi, A., Kio, A., Wilkins, R., 2009. a-Amylase inhibitory effect of 33-olean-
12-en-3-yl (92)-hexadec-9-enoate isolated from Spondias mombin leaf. Food
Chemistry. 116, 285-288.

Freifeld, L., Odstrcil, I., Forster, D., Ramirez, A, Gagnon, J.A., Randlett, O., Costa,
E.K., Asano, S., Celiker, O.T., Gao, R., Martin-Alarcon, D.A., Reginato, P., Dick,
C., Chen, L., Schoppik, D., Engert, F., Baier, H., Boyden, E.S., 2017. Expansion
microscopy of zebrafish for neuroscience and developmental biology studies.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 114(50), E10799-E10808.

Gebauer, D.L., Pagnussat, N., Piato, A.L., Schaefer, I.C., Bonan, C.D., Lara, D.R.,
2011. Effects of anxiolytics in zebrafish: similarities and differences between
benzodiazepines, buspirone and ethanol. Pharmacology Biochemistry and
Behavior. 99(3), 480-486.

Gerlai, R., Lahav, M., Guo, S., Rosenthal, A., 2000. Drinks like a fish: zebra fish (Danio
rerio) as a behavior genetic model to study alcohol effects. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior. 67(4), 773-782.

Graeff, F.G. and Guimaraes, F.S., 2005. Fundamentos de Psicofarmacologia. 22
Edicdo. Atheneu.

Graeff, F.G., 2007. Anxiety, panic and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Revista
Brasileira de Psiquiatria. 29, S3-6.

Gray, J.A. 1984. The Neuropsychology of Anxiety. In: Pawlik K. (eds), Fortschritte der
Experimentalpsychologie. Lehr-und Forschungstexte Psychologie, Springer,
Berlin, Heidelberg. 5, 52-71.

Graeff, F.G. and Zangrossi, H.Jr., 2010. The Dual Role of Serotonin in Defense and
the Mode of Action of Antidepressants on Generalized Anxiety and Panic
Disorders. Central Nervous System Agents in Medicinal Chemistry. 10, 207-
217.

Artigo 1 43


http://www.pnas.org/
http://www.pnas.org/
https://www.journals.elsevier.com/pharmacology-biochemistry-and-behavior
https://www.journals.elsevier.com/pharmacology-biochemistry-and-behavior

Guo, S., 2004. Linking genes to brain, behavior and neurological diseases: what can
we learn from zebrafish? Genes, Brain and Behavior. 3(2), 63-74.

Kalueff, A.V., Gebhardt, M., Stewart, A.M., Cachat, J.M., Brimmer, M., Chawla,
J.S., Craddock, C., Kyzar, E.J., Roth, A., Landsman, S., Gaikwad,
S., Robinson, K., Baatrup, E., Tierney, K., Shamchuk, A., Norton, W., Miller,
N., Nicolson, T., Braubach, O., Gilman, C.P., Pittman, J., Rosemberg,
D.B., Gerlai, R., Echevarria, D., Lamb, E., Neuhauss, S.C., Weng, W., Bally-
Cuif, L., Schneider, H., 2013. Towards a comprehensive catalog of zebrafish
behavior 1.0 and beyond. Zebrafish. 10(1), 70-86.

Kalueff, A.V., Stewart, A.M., Gerlai, R., 2014. Zebrafish as an emerging model for
studying complex brain disorders. Trends Pharmacological Sciences. 35(2), 63-
75.

Kikuchi, Y., Verkade, H., Reiter, J.F., Kim, C.H., Chitnis, A.B., Kuroiwa, A., Stainier,
D.Y., 2004. Notch signaling can regulate endoderm formation in zebrafish.
Developmental Dynamics. 229(4), 756-762.

Kucenas, S., Li, Z., Cox, J.A., Egan, T.M., Voigt, M.M., 2003. Molecular
characterization of the zebrafish P2X receptor subunit gene family.
Neuroscience. 121, 935-945.

Lau, B.Y., Mathur, P., Gould, G.G., Guo, S., 2011. Identification of a brain center whose
activity discriminates a choice behavior in zebrafish. Proceedings of the
National Academy of Sciences. 108(6), 2581-2586.

Levin, E.D. and Chen, E., 2004. Nicotinic involvement in memory function in zebrafish.
Neurotoxicology and Teratology. 26, 731-735.

Lorenzi, H. and Matos, F.J.A., 2008. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoticas.
2. ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum. 544p.

Maaswinkel, H., Le, X., He, L., Zhu, L., Weng, W., 2013. Dissociating the effects of
habituation, black walls, buspirone and ethanol on anxiety-like behavioral
responses in shoaling zebrafish. A 3D approach to social behavior.
Pharmacology Biochemistry and Behavior. 108, 16-27.

Maaswinkel, H., Zhu, L., Weng, W., 2012. The immediate and the delayed effects of
buspirone on zebrafish (Danio rerio) in an open field test: a 3-D approach.
Behavioural Brain Research. 234(2), 365-374.

Mackenzie, J.W., 1989. Daycase anaesthesia and anxiety A study of anxiety profiles
amongst patients attending a day bed unit. Anaesthesia. 44(5), 437-440.
Maximino, C., Brito, T.M., Moraes, F.D., Oliveira, F.V.C., Taccolini, I.B., Pereira, P.M.,
Colmanetti, R., Gazolla, R.A., Tavares, R.l., Rodrigues, S.T.K., Valéria, S.,
Pontes, A.A.A.,, Roméo, C.F., Prado, V.M., Gouveia Janior, A., 2007. A
comparative analysis of the preference for dark environments in five teleosts.

International Journal of Comparative Psychology. 20(4), 351-367.

Maximino, C., Brito, T.M., Colmanetti, R., Pontes, A.A.A., Castro, H.M., Lacerda,
R.I.T., Morato, S., Gouveia Junior, A., 2010. Parametric analyses of anxiety in
zebrafish scototaxis. Behavioural Brain Research. 210(1), 1-7.

Maximino, C., 2011. Modulation of nociceptive-like behavior in zebrafish (Danio rerio)
by environmental stressors. Psychology & Neuroscience. 4(1), 149-155.
Maximino, C., Silva, A.W.B., Gouveia Junior, A., Herculano, A.M., 2011.
Pharmacological analysis of zebrafish (Danio rerio) scototaxis. Progress in

Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry. 35(2), 624-631.

Maximino, C., Brito T.M., Dias, C.A.G.M, Gouveia Junior, A., Morato S., 2010.

Scototaxis as anxiety-like behavior in fish. Nature Protocols. 5, 209-216.

Artigo 1 44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalueff%20AV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gebhardt%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stewart%20AM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cachat%20JM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brimmer%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chawla%20JS%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chawla%20JS%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Craddock%20C%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyzar%20EJ%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roth%20A%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Landsman%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaikwad%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaikwad%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robinson%20K%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baatrup%20E%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tierney%20K%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shamchuk%20A%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Norton%20W%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20N%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20N%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicolson%20T%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braubach%20O%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilman%20CP%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pittman%20J%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosemberg%20DB%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosemberg%20DB%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerlai%20R%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Echevarria%20D%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lamb%20E%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neuhauss%20SC%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weng%20W%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bally-Cuif%20L%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bally-Cuif%20L%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider%20H%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23590400
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences
https://www.journals.elsevier.com/neurotoxicology-and-teratology/

Maximino, C., Silva, A.W.B., Araujo, J., Lima, MG., Miranda, V., Puty, B., Benzecry R.,
Picanco-Diniz, D.L.W., Gouveia Junior, A., Oliveira, K.R.M., Herculano, A.M.,
2014. Fingerprinting of Psychoactive Drugs in Zebrafish Anxiety-Like Behaviors.
Plos One. 9(7), 1-8.

Ninkovic, J. and Bally-Cuif, L., 2006. The zebrafish as a model system for assessing
the reinforcing properties of drugs of abuse. 39(3), 262-274.

Njoku, P.C. and Akumefula, M.1., 2007. Phytochemical and Nutrient Evaluation of
Spondias Mombin Leaves. Pakistan Journal of Nutrition. 6(6), 613-615

Noakes, D.L.G. and Baylis, J.R., 1990. Behavior. In: Schreck, C.B., Moyle, P.B.
Methods for Fish Biology. Bethesda: American Fisheries Society. p. 555-584.

Offiah, V.N. and Anyanwu, I.I., 1989. Abortifacient activity of an aqueous extract of
Spondias mombin leaves. Journal of Ethnopharmacology. 26(3), 317-320.

Parng, C., Seng, W.L., Semino, C., McGrath, P., 2002. Zebrafish: A Preclinical Model
for Drug Screening. Assay and Drug Development Technologies. 1(1):41-48.

Rico, E.P., Senger, M.R., Fauth, M.G, Dias RD, Bogo MR, Bonan CD., 2003. ATP and
ADP hydrolysis in brain membranes of zebrafish (Danio rerio). Life Sciences 73,
2071-2082.

Rink, E. and Guo, S., 2004. The too few mutant selectively affects subgroups of
monoaminergic neurons in the zebrafish forebrain. Neuroscience. 127(1), 147-
154

Rosemberg, D.B., Rico, E.P., Mussulini, B.H.M., Piato, A.L., Calcagnotto, M.E., Bonan,
C.D., Dias, R.D., Blaser, R.E., Souza, D.O., Oliveira, D.L., 2011. Differences in
Spatio-Temporal Behavior of Zebrafish in the Open Tank Paradigm after a
Short-Period Confinement into Dark and Bright Environments. Plos one. 6(5),
1-11.

Serra, E.L,; Medalha, C.C. and Mattioli, R., 1999. Natural preference of zebrafish
(Danio rerio) for a dark environment. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research. 32, 1551-1553.

Silva, A.R.A., Morais, S.M., Marques, M.M., Lima, D.M., Santos, S.C.C., Almeida,
R.R., Vieira, |.G.P., Guedes, M.L.F., 2011. Antiviral activities of extracts and
phenolic components of two Spondias species against dengue virus. The
Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases. 17(4),
406-413.

Silva, A.R.A., Morais, S.M., Marques, M.M., Oliveira, D.F., Barros, C.C., Almeida, R.R.,
Vieira, I.G., Guedes, M.L., 2012. Chemical composition, antioxidant and
antibacterial activities of two Spondias species from Northeastern Brazil.
Pharmaceutical Biology. 50(6), 740-746.

Stewart, A.M., Braubach, O., Spitsbergen, J., Gerlai, R., Kalueff, A.V., 2014. Zebrafish
models for translational neuroscience research: from tank to bedside. Trends
Neurosci. 37(5), 264-278.

Uchendu, C.N. and Isek, T., 2008. Antifertility activity of aqueous ethanolic leaf extract
of Spondias mombin (Anacardiaceae ) in rats. African Health Sciences 8(3),
163-167.

World Health Organization (WHO), 2017. Depression and Other Common Mental
Disorders: Global Health Estimates. Geneva: WHO/MSD/MER, 2017, 22p.
Disponivel em: http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/254610/1/ WHO-MSD-
MER-2017.2-eng.pdf. Acesso: 15 de Novembro de 2017.

Artigo 1 45


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maximino%20C%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20AW%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ara%C3%BAjo%20J%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lima%20MG%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miranda%20V%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puty%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benzecry%20R%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pican%C3%A7o-Diniz%20DL%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouveia%20A%20Jr%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20KR%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herculano%20AM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25079766
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/254610/1/WHO-MSD-

w
260000

2oocee+
o @
O
I %
150600+ T
| -0 don
o o
1t = 36,861min ["JT"*
O 0
| TR I N S
1006¢ RS
| 1t = 39,547 min
2
I X |
50000+ | f
|
|
+— — - e —— - N e
-, e N ,sitri L - iE -
00 50 19 150 . 250 30 %0 Fil)

min

Figure 1. HPLC-UV chromatogram of hydroethanolic extract from S. mombin leaves. 1) Ellagic acid (rt
= 36,861min) and 2) Isoquercitrin (rt = 39,547 min). Detection wavelength at 340 nm, whereas the UV
spectra were monitored at wavelength of 220-540 nm.
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Figure 2. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves, buspirone and caffeine on zebrafish
behavior in the scototaxis test (time spent white compartment). A) immersion, B) oral (gavage). Data
are presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs. control and caffeine group, statistical
analysis was done by one —way ANOVA test and then followed by post -hoc Tukey.
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Figure 3. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves, buspirone and caffeine on zebrafish
behavior in the scototaxis test (latency). A) immersion, B) oral (gavage). Data are presented as mean +
SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs. control and caffeine group, statistical analysis was done by one —
way ANOVA test and then followed by post -hoc Tukey.
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Figure 4. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves, buspirone and caffeine on zebrafish
behavior in the scototaxis test (toggle). A) immersion, B) oral (gavage). Data are presented as mean +
SEM (n = 12/groups), ** p < 0.01 vs. control and caffeine group, statistical analysis was done by one —
way ANOVA test and then followed by post -hoc Tukey.
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Figure 5. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves, buspirone and caffeine on zebrafish
behavior in the scototaxis test (erratic swimming). A) immersion, B) oral (gavage). Data are presented
as mean + SEM (n= 12/groups), ** p < 0.01 vs. control and caffeine group, statistical analysis was done
by one —way ANOVA test and then followed by post -hoc Tukey.
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Figure 6. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves, buspirone and caffeine on zebrafish
behavior in the scototaxis test (freezing duration). A) immersion, B) oral (gavage). Data are presented
as mean = SEM (n = 12/groups), ** p < 0.01 vs. control and caffeine group, statistical analysis was done
by one —way ANOVA test and then followed by post -hoc Tukey.
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Figure 7. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves, buspirone and caffeine on
zebrafish behavior in the scototaxis test (thigmotaxis). A) immersion, B) oral (gavage). Data are
presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p < 0.01 vs. control and caffeine group, statistical
analysis was done by one —way ANOVA test and then followed by post -hoc Tukey.
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RESUMO

Spondias mombin L. € uma espécie pertencente a familia Anacardiaceae. No Brasil,
€ encontrada, principalmente no Norte e Nordeste. Suas folhas sdo usadas na
medicina popular para o tratamento de varias doencas, dentre elas, transtornos
neuropsiquiatricos, como a depressdo. Assim sendo, foi avaliado a acéo
antidepressiva do extrato hidroetandlico das folhas de S. mombin (EHEFSmM) em
modelo de Danio rerio (zebrafish). O EHEFSm foi administrado em zebrafish por via
oral (27 mg/kg) e por imerséo (27 mg/l) e avaliado no teste de mergulho em tanque
novo. Neste estudo, um grupo com etanol 1%, um com estresse leve cronico
imprevisivel (UCMS), e outro com isolamento social na fase do desenvolvimento foram
utilizados como grupos de inducdo de comportamento tipo depressao e a fluoxetina
(20 mg/kg) como droga padrdo. Para todas as variaveis espaciotemporais e
comportamentais avaliadas (tempo gasto no topo do aparato, quadrantes cruzados,
natacao erratica e duracdo de congelamento), o tratamento com EHEFSm produziu
uma modificagdo no comportamento tipo depressao nos grupos testados com efeito
similar ao da fluoxetina, ambos com uma diferenca significativa quando comparado
aos grupos controle (p < 0.01). A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a
administracdo aguda do EHEFSm no modelo Danio rerio (zebrafish) produziu efeito
antidepressivo e, esta acdo foi melhorada quando administrado por via oral

(gavagem).

Palavras-chave: Spondias mombin; zebrafish; Danio rerio; folhas; antidepressivo.
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1. INTRODUCAO

A depressao ndo € uma unica doenca, ela representa um espectro de disturbios
com sintomas sobrepostos ou compartilhados (NESTLER et al., 2002). Ela também é
conhecida como transtorno depressivo maior (MDD, do inglés major depressive
disorder) e tem um impacto significativo na saude publica (KESSLER et al., 2003),
sendo considerada o fator primordial de problemas de salude e incapacidade no
mundo.

De acordo com as Ultimas estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), mais de 300 milhdes de pessoas vivem com depressao. A falta de apoio as
pessoas com transtornos mentais, € um dos motivos que impedem muitas pessoas
de acessarem o tratamento que necessitam para viver de forma saudavel e produtiva
(WHO, 2017). Esse transtorno pode ser crbnico ou recorrente, prejudicando
consideravelmente o desempenho do individuo nas suas tarefas cotidianas. Quase
90% dos individuos com depressdo apresentam episédios recorrentes (KENNEDY,
2008). Os quadros mais graves podem levar ao suicidio.

A depressdo € caracterizada por baixa autoestima, tristeza, sentimento de
culpa, perda de interesse, cansaco, desanimo, baixa concentracdo e disturbios de
sono ou apetite (WHO, 2017). A etiologia dessa desordem pode ser genética e
ambiental, apresentando relacdo com outros distirbios psiquiatricos (EHLERS,
FRANK E KUPFER, 1988; REGIER et al., 1998; MCDONALD, RICHARD E DELONG,
2003).

Diversos fatores aumentam a predisposicdo a depressédo, como obesidade,
sedentarismo, adversidade na infancia e experiéncias trauméaticas (CARPENTER et
al., 2000; BLUMENTHAL et al., 2007; MORINA et al., 2013; TUNNARD et al., 2014).
As principais hipoteses relativas a base biolégica da depresséo estédo situadas nos
estudos sobre neurotransmissores cerebrais e seus receptores. Monoaminas sdo a
principal teoria envolvendo 0s neurotransmissores cerebrais. A suposicdo das
monoaminas fundamenta-se no conceito da deficiéncia das aminas biogénicas como
a causa das depressodes (SCHILDRAUT, 1965; BUNNEY; DAVIS, 1965; VAN PRAAG
E KORF, 1971; WILNNER, 1990).

A depressado é frequentemente relacionada com outros transtornos mentais,
como ansiedade, transtorno da personalidade, dependéncia e abuso de drogas
(REGIER, 1990; IKETANI, 2002).
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A terapia com plantas medicinais pode ser considerada uma alternativa efetiva
para o tratamento de varios transtornos psiquiatricos (Faustino; Almeida; Andreatini,
2010; Gutiérrez; Chilpa; Jaime, 2014).

Spondias mombin L. é encontrada na area tropical da América do Sul, algumas
partes da Asia, oeste da india e partes da Africa (CROAT, 1974; AYOKA et al., 2006).
Estudos fitoquimicos realizados com as folhas confirmaram a presenca de taninos,
saponinas, antraquinonas glicosiladas, alcaloides (CORTHOUT et al., 1991; ABO;
OGUNLEYE; ASHIDI, 1999; NJOKU; AKUMEFULA, 2007; FRED-JAIYESIMI;  KIO;
RICHARD, 2009; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012) triterpenos e flavonoides
(NJOKU; AKUMEFULA, 2007). Relatos da literatura descrevem que preparagcdesdas
folhas sdo usadas popularmente por possuirem propriedades anti-inflamatoria,
antitumoral, antidepressiva e ansiolitica (OFFIAH; ANYANWU, 1989; BEHRA et al.,
2002; AYOKA et al.,, 2005; ALBUQUERQUE, 2007; LORENZI; MATOS, 2008;
UCHENDU; ISEK, 2008; ELUFIOYE et al., 2017).

Usar o zebrafish como um organismo modelo de alto rendimento para validacao
de drogas antidepressiva € uma abordagem pratica e econdmica (KALUEFF;
STEWART; GERLAI, 2014). Seu amplo uso na pesquisa neurocomportamental e
comportamental é relacionado a varias caracteristicas especificas (GUO, 2004); é
farmacologicamente sensivel; tem semelhancas genéticas e fisioldgicas quando
comparado com mamiferos; e apresenta varios padrbes comportamentais, que
permitem a criacdo ou adaptacdo de diferentes modelos para estudos de
psicopatologias (KALUEFF et al., 2013).

Diversos modelos de psicopatologia s&o utilizados para estudar o
comportamento em zebrafish (GERLAI et al., 2000; DARLAND; DOWLING, 2001;
LEVIN; CHEN, 2004; LOCKWOOD et al., 2004; GERLAI; LEE; BLASER, 2006;
NINKOVIC; BALLY-CUIF, 2006; ECHEVARRIA et al., 2010; MAXIMINO et al., 2011;
PIATO et al., 2011; STEWART et al., 2014; KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014;
NASCIMENTO; WALSH-MONTEIRO; GOUVEIA JR., 2016; FREIFELD et al.,, 2017)
e, apesar da auséncia de um protocolo comportamental para transtorno depressivo, 0
peixe zebra mostra alguns fenétipos comportamentais observados nos protocolos de
ansiedade, que podem ser paralelos para os sintomas clinicos da depresséo
(NGUYEN; STEWART; KALUEFF, 2014).
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Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito antidepressivo do extrato
hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) no teste de mergulho em

tanque novo em modelo de Danio rerio (zebrafish) por via de imerséo e gavagem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Spondias mombin foram coletadas na cidade de Macapa
(0°00'22.67": -51°06'57.60"), Estado do Amapa, Brasil. Uma amostra do material
vegetal fértil, foi identificada e depositada no Herbario da Embrapa Amazénia Oriental
(IAN), situado em Belém, PA — Brasil, sob o nimero de exsicata 195999. O extrato foi
preparado por maceragao a partir das folhas secas de Spondias mombin trituradas,
com solucdo hidroetandlica (75%), durante 48 horas. O extrato foi concentrado por
rotaevoparacéo e, posteriormente liofilizado, apresentando rendimento de 29,58%.

Foi armazenado em frasco ambar, em dessecador, até o0 momento de uso.

2.2. CONDICOES CROMATOGRAFICAS GASOSAS E IDENTIFICACAO DOS
CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS FOLHAS DE
Spondias mombin (EHEFSm)

O EHEFSm (1,1 g) foi extraido com n-hexano (2 x 10 mL). A fracdo hexana
foi analisada por um cromatégrafo a gas GC-MS-QP2010 (SHIMADZU) equipado com
um espectrémetro de massa usando ionizacao de elétrons. As condic6es do CG foram
as seguintes: Injector temperatura, 260; temperatura do detector, 290; gas de arraste
(Hélio), taxa de fluxo de 1 mL min-1 e split injection com relacéo de divisdo 1:40. A
temperatura do forno era inicialmente de 60 ° C e depois aumentada para 290 a uma
taxa de 3 min -1. A amostra foi diluida com n-hexano (1: 100, v / v) e injectado numa
coluna ZB-5 (i.d. = 0,25 mm, comprimento 30 m, espessura do filme = 0,25 pm). As
condicbes de MS foram tensdo, 70 eV e taxa de varredura; 1 digitalizar s-1.
Fragmentacdao MS O padrdo de compostos foi verificado com as bibliotecas de

espectros de massa NIST.

Artigo 2 57



2.3. ANIMAIS

Foram utilizados animais de ambos o0s sexos da espécie Danio rerio (linhagem
tipo selvagem, com 6 meses de idade, 3-3,5 cm de comprimento e pesando em média
600 mg), os mesmos foram criados na Plataforma Zebrafish do Laboratério de
Pesquisa em Farmacos, da Universidade Federal do Amapa, a partir de peixes
provenientes de Acqua New Ag. e Peixes Ltda ME, lgarassu-PE. Os animais foram
mantidos em aquarios do biotério com temperatura de 26 + 2°C, pH (6.0-8.0), com
ciclo claro/escuro de 12 h. A alimentacao foi realizada duas vezes ao dia com artemia
salina e/ou racao.

Os protocolos experimentais estdo de acordo com a legislagcdo para
experimentacdo animal estabelecida pelo Conselho Nacional de Experimentacéo
Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Amapa-UNIFAP sob o namero de protocolo
003/2017.

2.4. DETERMINAGCAO DA DOSE LETAL MEDIA (DLso)

Para obtencdo da concentracdo letal média (DLso), foram utilizados animais
adultos, coletados aleatoriamente do tanque e submetidos, um a cada vez, a
administragao por via oral (por gavagem, n=4/grupo). Os peixes foram anestesiados
com agua gelada 4°C, em seguida imobilizados em esponja umedecida de 7 cm,
preparada para este fim, e assim, com auxilio de uma pipeta volumétrica (HTL Lab
Solutions) foram administradas por via oral as diferentes doses no volume de 2
pl/animal (1, 3, 5, 7, 9 g/kg). Cada dose foi realizada em triplicata com grupos de 4
peixes cada uma, utilizando-se 12 animais para cada dose, e, por via de imersao os
peixes permaneceram em contato com a solugdo por 48 horas. Nesse periodo os
animais foram observados, as alteragbes comportamentais e mortalidade foram

registradas. A DLsofoi determinada utilizando o método de proébitos.

2.5. DROGAS, REAGENTES E VIA DE ADMINISTRACAO

Foram administradas por via oral (gavagem, n=12/grupo), no volume de 2

pl/animal as seguintes drogas: etanol 1% (Solven Solventes e Quimicos LTDA., lote
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536/16, S&do Paulo), fluoxetina 20 mg/kg (Eurofarma Laboratérios S.A., lote 426954,
Séo Paulo), EHEFSm 27 mg/kg (dose estabelecida a partir do estudo de toxicidade)
e, 0 grupo controle tratado com agua destilada. Depois de 60 minutos do tratamento
0s animais foram submetidos ao ensaio.

Na administracdo por imersao (n=12/grupo), cada droga foi diluida em agua
destilada nas seguintes diluicdes: etanol 1%, fluoxetina 20 mg/l, EHEFSmM 27 mg/l e 0
grupo controle teve contato somente com agua do tanque de manutencdo. Cada
animal no grupo especifico foi exposto a solugdo contendo o medicamento por 30

minutos. Entéo, individualmente, era submetido ao teste de mergulho em tanque novo.

2.6. ISOLAMENTO SOCIAL NA FASE DE DESENVOLVIMENTO

Logo apds a fertilizacdo, os embrides foram separados individualmente para se
desenvolverem. Dessa forma foi garantida a condicdo de isolamento social. Os
embrides foram colocados em aquarios de 1 litro, sem acesso visual, tatil ou olfativo
com os demais aquarios. O mesmo procedimento foi seguido para o grupo controle,
com a diferenca de que nesse grupo houve a condi¢cdo de criacdo social com cinco
embrides por tanque. A circulacdo de agua dos aquarios do sistema foi desligada até
8 dias pos fertilizacdo (dpf) para controle de possiveis pistas olfativas que estivessem
associadas com reconhecimento de parentesco (GERLACH et al., 2008; HINZ et al.,
2013).

Para garantir a qualidade da agua dos aquarios, as trocas foram realizadas de
forma manual. Essas mudancas de agua foram realizadas diariamente, usando agua
de um reservatorio isolado sem peixe até 8 dpf, apés o qual o fluxo de agua e a
filtragdo central foi ativada. Os peixes foram criados e monitorados até a idade adulta
para que os testes fossem realizados.

2.7. ESTRESSE LEVE CRONICO IMPREVISIVEL (UCMS)

Para garantir a imprevisibilidade, os estressores foram aleatorizados. Ao todo
foram empregados seis estressores e cada animal foi exposto diariamente a dois
estressores, durante o periodo de 15 dias consecutivos em horas predeterminadas
(Tabela 1).
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Os estressores foram selecionados de acordo com o estresse agudo anterior e
regras do UCMS da seguinte forma: (1) os niveis de agua nos tanques de alojamento
foram reduzidos resultando na exposi¢éo da parte dorsal do corpo do peixe por 2 min
(PIATO et al., 2011; CHAKRAVARTY et al., 2013); (2) os individuos foram transferidos
de um tanque para outro, seis vezes consecutivas (CHAKRAVARTY et al., 2013); (3)
os individuos foram perseguidos com rede por 8 minutos (PIATO et al.,, 2011;
CHAKRAVARTY et al., 2013); (4) os peixes foram elevados de seus tanques e
expostos a atmosfera de ar com o auxilio de uma rede por 2 minutos (TRAN et al.,
2014); (5) a agua do tanque de habitacdo foi substituida (trés quartos da agua do
tanque), trés vezes consecutivas, enquanto os individuos permaneceram no tanque
(PIATO et al., 2011); e (6) os peixes foram isolados individualmente durante 60
minutos em tubos de Eppendorf de 2 mL com perfuragdes em ambas as extremidades
para permitir fluxo de dgua (CHAKRAVARTY et al., 2013). Com excec¢ao do estressor
de mudanca de tanque, os estressores ocorreram no tanque de habitacdo. Os sujeitos
na condicado "social" foram separados apenas para a situacédo dos estressores de rede
e de restricdo, em seguida foram devolvidos para seus grupos imediatamente apos o
tratamento. Todos os peixes dos grupos de tratamento submetidos ao estresse,
receberam o0 mesmo nuamero e tipo de tratamento de estresse em geral, e os testes

comecaram no dia seguinte.

2.8. TESTE DE MERGULHO EM TANQUE NOVO (MTN)

Esse experimento foi adaptado dos métodos descritos por diferentes autores
(CACHAT etal., 2010; CACHAT et al., 2011; PITTMAN; ICHIKAWA, 2013; PITTMAN;
HYLTON, 2015). Para tanto, foi utilizado um aquario retangular medindo 15 cm x 25
cm x 20 cm (largura x comprimento x altura), dividido igualmente em duas secg¢des
horizontais de 9,3 cm de altura cada (topo e fundo), demarcado por oito retangulos de
60,45 cm?, marcadas externamente por caneta permanente. A coluna d’agua foi
mantida em 18,6 cm de altura, produzindo um volume final de 6,9 litros. Uma camera
de video (modelo Nikon D3300) foi posicionada na parte frontal do aparato em torno
de 35 cm do aquério para captar a exploragdo de todo o ambiente. A andlise
comportamental foi realizada pelo software ANY-maze® (Stoelting CO, EUA).

Apo6s a inducédo de comportamento tipo depressao, os animais foram tratados

com as substancias testes antidepressiva (fluoxetina e EHEFSm). Depois de 60
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minutos, os animais, individualmente, foram transferidos ao compartimento central do
aguario teste, sem periodo de aclimatizacdo. O comportamento do peixe foi registrado
durante o periodo de 6 minutos (CACHAT et al., 2010).

As seguintes variaveis foram registradas: tempo gasto no topo (s); quadrantes
cruzados (n), numero de eventos de nado erratico (n) (multiplas ocorréncias de nados
acelerados e que apresentavam sucessao rdpida de mudanca de direcdo do
movimento); tempo de congelamento (s) (duragéo do tempo que o animal permaneceu
imovel (com excecao dos opérculos e olhos), distancia percorrida (m) e laténcia (s)
(CACHAT et al., 2010).

2.9. ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos resultados obtidos, foi utilizado o Software
GraphPad Prism versédo 6.0. Para analise dos dados aplicou-se ANOVA (one-way)
seguida do teste de Tukey-Kramer para comparacdo dos grupos testes e grupos
controle. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média.

Valores com p < 0,01 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS

3.1, CROMATOGRAFIA GASOSA E IDENTIFICAGAO DE CONSTITUINTES
QUIMICOS DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS FOLHAS DE Spondias mombin
(EHEFSm)

Os constituintes de baixa polaridade do extrato foram analisados utilizandoum
GC-MS técnica (Figura 1). A maioria dos compostos identificados foram acidos
graxos, ésteres e alcoois. No entanto, o pico com tempo de retencéo de 86,50 min foi

identificado como o esterol sitosterol.
3.2. DETERMINACAO DA DLso
O tratamento por via oral com extrato hidroetanolico das folhas de Spondias

mombin (EHEFSm) nas doses de 1, 3, 5, 7, e 9 g/kg, possibilitou a determinagdo da
DLso em 48 horas de 4,515 g/kg (Tabela 2).
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3.3. TESTE DE MERGULHO EM TANQUE NOVO (MTN)

Em relacéo ao tempo gasto no topo do aparato, os grupos tratados por via oral
e imersao com o extrato hidroetanodlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSmM) e
com fluoxetina, apresentaram o maior tempo, em relagdo aos grupos etanol 1%,
estresse leve crbnico imprevisivel (UCMS), isolamento social na fase do
desenvolvimento e controle (Figura 2).

Quanto ao numero de quadrantes cruzados, os grupos tratados com EHEFSm
(por via hidrica e gavagem) e o grupo fluoxetina, apresentaram significativamente, o
maior nimero dessa atividade, revezando mais vezes entre um quadrante e outro,
guando comparados aos grupos controle, estresse leve crénico imprevisivel (UCMS),
isolamento social na fase do desenvolvimento e etanol 1% (Figura 3).

Diferencas significativas foram observadas no numero de eventos de nado
erratico, houve similaridade entre os resultados observados no grupo tratado com
fluoxetina e o tratamento com o EHEFSmM no tanque novo, esses apresentaram uma
diminuicdo no numero de eventos de nado erratico em comparagcdo com 0S grupos
avaliados (etanol 1%, estresse leve cronico imprevisivel (UCMS), isolamento social na
fase do desenvolvimento e seguidos do grupo controle). Os resultados para o
EHEFSm foram similares tanto por via hidrica quanto por gavagem (Figura 4).

Resultados semelhantes foram observados para o parametro de congelamento
no tanque novo (Figura 5), onde os grupos tratados com fluoxetina e com o EHEFSm
apresentaram de forma significativa, 0 menor tempo de congelamento registrado,
guando comparado com o grupo etanol 1%, estresse leve crbénico imprevisivel
(UCMS) e isolamento social na fase do desenvolvimento que apresentaram atividade
similar ao controle.

Em relacdo ao parametro de distancia total percorrida, pode-se observar que o
grupo alcool 1%, o estresse e o isolamento foram capazes de acentuar de forma
relevante a distancia que o peixe nadou no tanque teste e que essa atividade foi
revestida pela acdo do EHEFSm e da fluoxetina principalmente na via oral (gavagem)
(Figura 6).

A laténcia para entrar no quadrante superior foi maior nos grupos em que 0s
animais foram expostos a condi¢des adversas (Figura 7). Enquanto que 0s grupos
tratos com o EHEFSm e o grupo tratado com fluoxetina praticamente n&o ficaram no

guadrante inferior do tanque.
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4. DISCUSSAO

Levando em consideracdo que os produtos de origem natural da medicina
popular colaboram consideravelmente na descoberta de novas drogas e sdao uma
alternativa a drogas neuroativas (NASSIRI-ASL; SHARIATI-RAD; ZAMANSOLTANI,
2008). Como por exemplo, o uso popular da preparacao das folhas de S. mombin por
possuirem propriedades antidepressiva e ansiolitica, pode ser influenciada pelos
derivados de compostos polifendlicos e flavonoides encontrados no extrato
hidroetandlico.

Varios estudos propdem que os flavonoides possuem propriedades neuroativas
(GUARALDO et al., 2000; HARBONE; WILLIAMS, 2000; WATANABE et al., 2001;
DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2001; LAU; SHUKIT-HALE; JOSEPH, 2005;
SCHMITT-SCHILLIG; 2005). Um estudo realizado por Youdim, Shukit-Hale e Joseph
em 2004 mostrou que as caracteristicas da barreira hemato-encefalica fazem que ela
se torne uma passagem regulatoria que limita o transito de compostos para o sistema
nervoso central para que danos a essa estrutura sejam evitados, mesmo assim o
estudo apresentou evidéncias de que flavondides sdo capazes de ultrapassar essa
barreira, agindo de forma mais consistente sobre o sistema nervoso.

Neste estudo, demonstramos os efeitos comportamentais da administracéo do
extrato hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) e fluoxetina porvia
hidrica e por via oral (gavagem) em Danio rerio adulto, relacionando as atividades
apresentadas com os tratamentos usando etanol 1%, comparando aos grupos de
estresse leve crbénico imprevisivel (UCMS), isolamento social na fase do
desenvolvimento e os grupos controle. Um grupo controle foi tratado apenas com
agua, condicao natural do peixe para que se pudesse verificar a atividade que o animal
teria normalmente caso entrasse em contato com o ambiente pela primeiravez.

O teste de Mergulho em Tanque Novo, € um experimento que faz uso de um
aguario onde o peixe jamais esteve antes. Testes desse tipo foram descritos por
Blaser e Gerlai (2006), eles sao utilizados para avaliar o comportamento tipo
ansiedade, que esta relacionada com a depressédo (BENCAN; SLEDGE; LEVIN, 2009;
EGAN et al.,, 2009). Segundo Serra; Medalha e Mattioli (1999), permanecer mais
tempo no fundo do aquério € uma reagdo comum dos peixes. Essa preferéncia pelo
fundo representa uma tipica estratégia defensiva da espécie, como se fosse um

comportamento de esquiva ao predador (ROSEMBERG et al., 2011). Essa reacéo foi
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observada nos grupos controle, tratado com etanol 1%, estresse leve cronico
imprevisivel (UCMS), isolamento social na fase do desenvolvimento e, revertida no
grupo tratado com EHEFSm, assim como com fluoxetina, demostrando assim, que
essas substancias podem desencadear um efeito antidepressivo no teste de mergulho
em tanque novo (Figura 2). Drogas ansioliticas, como fluoxetina diminuem a
preferéncia pelo fundo do tanque (LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007).

A exposicdo ao etanol 1% por 1h promoveu alteracdes nos parametros
relacionados a atividade locomotora, diminuindo consideravelmente a locomocéao dos
animais, possivelmente devido ao efeito depressor do etanol na concentracao testada
(1% em volume) (ROSEMBERG et al., 2012). O fato da atividade locomotora ter
sofrido reducédo fez com que o nimero de quadrantes cruzados no grupo tratado com
etanol 1% tenha sido menor em relacdo aos demais grupos, entretanto, 0 grupo
tratado com EHEFSm apresentou elevado numero de alternancias, assim como o
tratado com fluoxetina (Figura 3) ( EGAN et al., 2009; CACHAT et al., 2010; CACHAT
et al., 2011).

O nado errético é outro parametro usado para avaliar a depressao no teste de
mergulho em tanque novo. A partir de estudos ja publicados (BLASER; GERLAI, 2006;
BASS; GERLAI, 2008; SPEEDIE; GERLAI, 2008; PARRA; ADRIAN JR.; GERLAI,
2009; AHMED; FERNANDES; GERLAI, 2012; LUCA; GERLAI, 2012A; MATHURU ET
AL., 2012) é possivel sugerir que o aumento desse parametro tem relacdo com as
reacdes de medo expressadas pelo animal, esse aumento foi observado nos grupos
alcool 1%, estresse leve crbnico e isolamento social (Figura 4). Além disso, o numero
de atividades de nado erratico varia positivamente com o tempo de congelamento e
negativamente ao tempo que o animal gasta no topo (CACHAT et al.,, 2001). O
tratamento com fluoxetina diminui a frequéncia de nado erratico (EGAN et al., 2009).
O grupo tratado com o EHEFSm apresentou diminuicdo similar a da fluoxetina,
evidenciando a atividade antidepressiva do extrato.

O tempo de congelamento parece ser um dos melhores parametros para avaliar
0 aumento da ansiedade. Quanto maior o tempo que o animal passar manifestando a
cessacdo completa do movimento, mais ansioso ele esta (BLASER; CHADWICK;
MCGINNIS, 2010). Nesse estudo o congelamento foi aumentado no grupo tratado
com etanol 1%, sendo que foi um dos que mais apresentou aumento no tempo de
congelamento. Estudos demonstraram que concentracoes elevadas de etanol durante

um curto periodo de tempo, acarretaram efeitos sedativos, 0s quais  estédo
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relacionados a diversas alteragdes neuroquimicas promovidas pelo etanol, inclusive
em zebrafish (GERLAI, 2003; BOYCE-RUSTAY et al., 2008; CHATTERJEE; GERLAI,
2009). O grupo tratado com EHEFSm, bem como o grupo tratado com fluoxetina
diminuiram essa atividade de maneira significativa, ressaltando assim o caréater
ansiolitico que o medicamento e o extrato possuem (Figura 5).

A distancia total percorrida é utilizada como medida da atividade locomotora
(TRAN; GERLAI, 2013; HAMILTON et al., 2017). Na Figura 6 é possivel observar que
0 grupo tratado com alcool 1% foi o grupo com menos atividade locomotora, €
importante ressaltar que, provavelmente, os efeitos observados nos parametros
relacionados a locomogéao estejam relacionados aos efeitos centrais promovidos pelo
etanol e ndo possuem relacdo com alteracdo na visdao dos animais, visto que as
respostas opticocinéticas da espécie nao foram modificadas na presenca de 1,5% de
etanol (BROCKERHOFF et al., 1995; WAGLE; MATHUR; GUO, 2011). Levando em
consideracao que os grupos utilizados como controle depressivo foram 0s que menos
se locomoveram, pode-se afirmar que a diminuicdo da atividade locomotora esta
relacionada a atividades como medo, ansiedade e estresse.

A laténcia € um dos melhores indices de alarme em zebrafish (SUBOSKI et al.,
1990; HALL; SUBOSKI, 1995). Analisando esse parametro e o comparando com 0s
demais parametros comportamentais é possivel avaliar a ansiedade dos animais
(BARCELLOS et al.,, 2007). Geralmente, uma laténcia mais longa para entrar na
metade superior, o tempo reduzido no topo, bem como 0 aumento dos movimentos
erraticos e o congelamento indicam maior ansiedade, serve também como parametro
para depressédo (BARCELLOS et al., 2007; LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007). Os
grupos que mais demoraram a explorar a parte superior do aquario foram os do
controle depressivo, e 0os que foram mais rapido para o topo foram o grupo tratado

com o EHEFSm e fluoxetina (Figura 7).

5.CONCLUSAO

Considerando os dados experimentais obtidos neste estudo, no modelo de
mergulho em tanque novo com Danio rerio (zebrafish), pode-se sugerir que o
tratamento agudo com o extrato hidroetanélico das folhas de Spondias mombin
(EHEFSm) demonstrou acéo antidepressiva, na concentracdo de 27 mg/l por imerséao,

sendo que em geral esse efeito foi melhorado por gavagem também com a dose de
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27 mg/kg. Neste ensaio o EHEFSm foi capaz de modificar os comportamentos tipo
depressao nos grupos testados como aumentar o tempo de permanéncia no topo do
aparato, com resultado similar ao efeito antidepressivo da fluoxetina, a partir desses
resultados é possivel sugerir que os derivados de compostos polifendlicos e
flavonoides encontrados nas folhas de Spondias mombin sdo capazes de
desencadear o efeito antidepressivo. Neste ensaio também, foi demonstrado que o
tratamento com EHEFSm na dosagem utilizada n&o alteram a atividade locomotora
de D. rerio, mas sim possuem efeito sobre os mecanismos da depressao.
Este estudo vem da suporte aos estudos ja descritos para a atividade

antidepessiva de S. mombin, em outras espécies de animais roedores.
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Cronograma do UCMS

Dia Mut(jjznga Perseguicéo Eéi\;?r Mudanca Restringir
Rede de Agua no Tubo

Tanque Rede

fSee}?:nda- 13:30 14:45

Terca-feira 16:45

Quarta-feira 13:15 11:00

Quinta-feira 15:00

Sexta-feira 16:15 18:15

Sabado 17:30

Duracéo/

Frequéncia 6 times 2 min 2 min 3 times 60 min

de Estressor
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Tabela 2. Efeito do tratamento com extrato hidroetanélico das folhas de Spondias

mombin (EHEFSm) por exposi¢éo a gavagem em Danio rerio (zebrafish) por 48 horas.

Numero e porcentagem de animais mortos

Dose 0 g/kg 1 g/kg 3 g/kg 5 g/kg 7 g/kg 9 g/kg
N° de mortes 0 0 3 7 10 12
Porcentagem 0% 0% 25% 58% 83% 100 %

N = 12/grupo, DLso = 4,515 g/kg. Teste de prébitos.

e

72784

T T T T L S T T T T T T T
100 20.0 300 40.0 500 60.0 70.0

Figure 1. Chromatogram of hexane fraction of the crude extract from Spondias mombin leaves
(HELSm).
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Figure 2. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm), fluoxetine (positive control
in groups of induction of comportamientso type depression A) alcohol B) light stress C) social isolation
on zebrafish behavior in the novel tank diving test (Time spent in top), between immersion 1) (left pannel)
and oral (gavage) 2) (righ pannel). Data are presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs.
controls groups, statistical analysis was done by one-way ANOVA followed by Tukeytest.
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Figure 3. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm), fluoxetine (positive control)
in groups of induction of comportamientso type depression A) alcohol B) light stress C) social isolation
on zebrafish behavior in the novel tank diving test (quadrants crossed), between immersion 1) (left
pannel) and oral (gavage) 2) (righ pannel). Data are presented as mean = SEM (n = 12/groups), ** p<
0.01 vs. controls groups, statistical analysis was done by one-way ANOVA followed by Tukey test.
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Figure 4. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm), fluoxetine (positive control)
in groups of induction of comportamientso type depression A) alcohol B) light stress C) social isolation
on zebrafish behavior in the novel tank diving test (erratic swimming), between immersion 1) (left pannel)
and oral (gavage) 2) (righ pannel). Data are presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs.
controls groups, statistical analysis was done by one-way ANOVA followed by Tukeytest.
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Figure 5. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm), fluoxetine (positive control)
in groups of induction of comportamientso type depression A) alcohol B) light stress C) social isolation
on zebrafish behavior in the novel tank diving test (freezing duration), between immersion 1) (left pannel)
and oral (gavage) 2) (righ pannel). Data are presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs.
controls groups, statistical analysis was done by one-way ANOVA followed by Tukeytest.
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Figure 6. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm), fluoxetine (positive control)
in groups of induction of comportamientso type depression A) alcohol B) light stress C) social isolation
on zebrafish behavior in the novel tank diving test (distance travelled), between immersion 1) (left pannel)
and oral (gavage) 2) (righ pannel). Data are presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs.
controls groups, statistical analysis was done by one-way ANOVA followed by Tukeytest.

Artigo2 80



300

Latency (s)

Latency (s)

Latency (s)

200+

1004

3004

2004

-
=3
S

300+

200+

100+

**
>

.

o

"

:

"

a

1)

"

o

-

.

-

o

o

. > *
0 | — Hm

T
*
e
*k **
T m‘

*k

B Control

2 Alcohal 1%

E Fluoxetine 20 mgi
[ HELSm 27 mgi

&3 Control

B2 Light Stress

E Fluoxetine 20 mg
[ HELSm 27 mgl

E3 Control

B Isolamento Social
B Fluoxetine 20 mg/l
[ HELSm 27 mgl

Latency (s)

Latency (s)

Latency (s)

300+

200+

100+

300+

200+

100+

300+

200

=S

=3

(=]
1

*% ok

=

#& Control

E& Alcohol 1%

B Fluoxetine 20 mgkg
[ HELSm 27 mgkg

& Control

B Light Stress

& Fluoxetine 20 mgkg
[ HELSm 27 mg/kg

#& Control

£ Isolamento Social
B2 Fluoxetine 20 mg/kg
[ HELSm 27 mglkg

Figure 7. Effects of hydroethanolic extract from S. mombin leaves (HELSm), fluoxetine (positive control)
in groups of induction of comportamientso type depression A) alcohol B) light stress C) social isolation
on zebrafish behavior in the novel tank diving test (latency), between immersion 1) (left pannel) and oral
(gavage) 2) (righ pannel). Data are presented as mean + SEM (n = 12/groups), ** p< 0.01 vs. controls
groups, statistical analysis was done by one-way ANOVA followed by Tukeytest.
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RESUMO

Spondias mombin L. é uma planta usada na medicina popular para o tratamento de
diversas doencas. Em suas folhas s&o encontradas polifendis e derivados. E
reconhecido suas atividades antifungica, antibacteriana e ansiolitica. Apesar de seu
grande potencial para industria farmacéutica, o seu potencial em termos de toxicidade
ainda nao foi relatado em zebrafish. Nesse contexto, o presente estudo objetivou
avaliar a toxicidade do extrato hidroetandlico das folhas de Spondias mombin
(EHEFSm) em Danio rerio (zebrafish) por duas vias: imerséo e oral. A Concentracao
letal (CLso) e a Dose letal (DLso) foram determinadas e, os efeitos da administracéo
aguda (48h) sobre o comportamento, sobre os parametros histopatoldgicos do
cérebro, branquias, figado, rins e intestino foram avaliados. A exposi¢cao por imersao
em diferentes concentrac6es do EHEFSm (25, 50 e 75 mg/l) permitiu a determinacéo
da CLso = 49.86 mg/l em 48h. O EHEFSm na concentragéo de 75 mg/l induziu 100%
de mortalidade. O tratamento por via oral com as diferentes doses (1, 3, 5, 7 e 9 g/kg)
permitiu a determinacdo da DLs0=4,515 g/kg em 48h. O EHEFSm na concentragéo de
9 g/kg induziu 100% da mortalidade. A partir dos resultados obtidos, sugere-se que a
administragao por via oral do EHEFSm e altamente segura e, as alteragbes
histopatolégicas encontradas sdo dependentes da dose utilizada e da via de

administracao.

Palavras-chave: Spondias mombin; zebrafish; Danio rerio; folhas; toxicidade.
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1. INTRODUCAO

Os produtos fitoterapicos costumam apresentar menor incidéncia de efeitos
colaterais do que as drogas sintéticas (DREW; MYERS, 1997). Porém, afirmar que as
drogas vegetais sdo seguras e livres de efeitos colaterais ndo € correto. Alguns
constituintes ativos das plantas apresentam alta toxicidade.

Dentre as plantas que sdo utilizadas na medicina popular encontra-se a
Spondias mombin L., uma arvore nativa das Américas Central e Sul (CROAT, 1974;
AYOKA et al. 2006), e encontrada também no Oeste da India, nas florestas timidas
do Sul do México até o Peru estendendo-se até o Brasil. Apesar dos extratos dessa
planta apresentarem varios estudos com atividade farmacoldgica reconhecida, ainda
h& pouco conhecimento sobre o potencial de toxicidade in vivo desta planta. Assim,
sd0 necessarios maiores estudos para garantir a seguranca de seu uso (OFFIAH;
ANYANWU, 1989; BEHRA et al., 2002; AYOKA et al., 2005; ALBUQUERQUE et al.,
2007; UCHENDU; ISEK, 2008; IGWE et al., 2011; OLOYE et al., 2013; ELUFIOYE et
al., 2017).

O estudo de toxicidade de um determinado produto, utiliza metodologias para
verificar e classificar a sua capacidade de provocar danos agudos a organismos Vvivos,
e pode contribuir para estabelecer parametros de seguranca, juntamente com outros
dados de toxicidade, para a saude humana (VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009).
Quanto as plantas, este estudo € valido para identificar a toxicidade que as mesmas
possam apresentar e, dessa forma, diminuir a ideia da populacdo em acreditar que
produtos naturais ndo possuem efeitos toxicos ou adversos (LAPA, 1999; LAPA et al.,
2001; MARLIERE et. al., 2008; SILVEIRA et al., 2008; CUNHA et al., 2009).

A toxicidade dos produtos fitoterapicos ndo € avaliada regularmente, distoando
com o aumento das pesquisas realizadas, na tentativa de descobrir e produzir drogas
convencionais. A caréncia de dados sobre a avaliacdo da toxicidade ratifica a
necessidade de estudos dessa natureza que possam contribuir para a utilizagcao
segura desses produtos (OUEDRAOGO et al., 2012; WILLS et al., 2012).

A literatura tem apresentado diversos estudos de extratos de plantas com
algum efeito terapéutico, o que torna cada vez mais nhecessario estabelecer
parametros de toxicidade (SHAHJAHAN et al., 2004; TCHAMADEU et al., 2011).

Uma parcela consideravel das pesquisas meédicas faz uso de modelos animais

para aumentar o conhecimento sobre as causas de doencas e testes com terapias
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inovadoras. Os animais mais utilizados nas pesquisas biolégicas sao ratos e
camundongos. Mas o Danio rerio (zebrafish) foi introduzido no cenario cientifico, pois
€ um pequeno teledsteo (3 a 4 cm), tropical de d4gua doce, que nos Ultimos anos vem
se mostrando um excelente modelo experimental para desvendar o mecanismo de
diversas doencas humanas, testar novos agentes terapéuticos estudos
comportamentais, genéticos e toxicolégicos (LIESCHKE; CURRIE, 2007; KARI;
RODECK; DICKER, 2007). Em estudos para a triagem de produtos naturais, o
zebrafish tem se destacado como modelo experimental devido ao nUmero crescente
de publicacbes nos ultimos anos utilizando o animal em ensaios biolégicos para a
avaliacdo de moléculas bioativas de extratos de plantas (SANTOS et. al, 2016). Por
apresentar 6rgaos bastante sensiveis, o zebrafish pode ser util para avaliar os efeitos
toxicos de substancias através do estudo histopatolégico dos 6rgdos danificados
(CARVALHO et. al, 2017).

O estudo histopatoldgico utiliza metodologias sensiveis para o diagndstico dos
efeitos téxicos diretos e indiretos que afetam os tecidos animais. Por essa razéo €
considerada um método eficaz na avaliacdo de agentes toxicos sobre 0s animais e,
por isso, é utilizada em andlises do efeito de xenobidticos (HEATH, 1995;
SCHWAIGER et al., 1997; MARTINEZ; COLUS, 2002; ALBINATI et al., 2009). A
histopatologia gera dados sobre lesdes em niveis teciduais, ela ndo especifica a causa
da lesd@o, mas sim a resposta bioldgica a agressao. Apesar disso, quando associados
a outros métodos de andlises, estudos histoldgicos podem auxiliar na compreensao
profunda de determinadas situa¢des. Por isso, a escolha dos 6rgéos que serao alvos
de estudo é crucial para a relevancia dos dados obtidos (LINS et al., 2010).

Com base no que foi exposto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito toxico
agudo do extrato hidroetanélico das folhas de Spondias mombin (EHEFSmM) em

modelo Danio rerio (zebrafish) por via de imersao e oral (gavagem).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Spondias mombin foram coletadas na cidade de Macapa
(0°00'22.67": -51°06'57.60"), Estado do Amap4, Brasil. Uma amostra do material
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vegetal fértil, foi identificada e depositada no Herbario da Embrapa Amazénia Oriental
(IAN), situado em Belém, PA — Brasil, sob o nimero de exsicata 195999.

O extrato foi preparado por maceracao a partir das folhas secas de Spondias
mombin trituradas, com solucéo hidroetandlica (75%), durante 48 horas. O extrato foi
concentrado por rotaevoparacdo e, posteriormente liofilizado, apresentando
rendimento de 29,58%. Foi armazenado em frasco ambar, em dessecador, até o

momento de uso.

2.2. ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

2.2.1. Animais

Foram utilizados animais de ambos os sexos da espécie Danio rerio (linhagem
tipo selvagem, com 6 meses de idade, 3,5-4,0 cm de comprimento e pesando em
média 650 mg) provenientes de Acqua New Ag. e Peixes Ltda ME, Igarassu-PE. Os
animais foram mantidos na Plataforma Zebrafish do Laboratério de Pesquisa em
Farmacos, da Universidade Federal do Amapa, na temperatura de 26 + 2°C com ciclo
claro/escuro de 12 h. A alimentacéo foi realizada duas vezes ao dia com artemia salina
e/ou racao.

Os protocolos experimentais estdo de acordo com a legislacdo para
experimentacdo animal estabelecida pelo Conselho Nacional de Experimentacéo
Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Amapa-UNIFAP sob o ndmero de protocolo
003/2017.

2.2.2. Avaliacao dos parametros comportamentais de Danio rerio (zebrafish)

A andlise comportamental foi realizada através da exposicdo dos animais as
solucdes testadas durante 48 horas. Nesse periodo foi observado o comportamento
dos peixes apos a aplicacao do extrato hidroetanolico das folhas de Spondias mombin
(EHEFSmM). O comportamento foi avaliado por um observador humano e filmado com
uma camera (Nikon D3300), ap6s: 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48horas da exposicéo

ao EHEFSm. As rea¢cGes comportamentais foram caracterizadas em trés estagios:
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Estagio I 1) aumento na atividade do nado;
2) espasmos;

3) tremores no eixo da cauda,;

Estéagio II: 1) nado circular;

2) perda de postura;

Estagio Il 1) clénus
2) perda da motilidade;
3) deposicdo do animal no fundo do aquario;

4) morte.

2.2.3. Determinacgéo da concentracéo letal média (CLso)

Em um aquério de 1 litro, o extrato hidroetandlico das folhas de Spondias
mombin (EHEFSm) foi diluido em diferentes concentracdes (25, 50, 75 mg/l) para
obtencdo da concentracdo letal média (CLso). Cada concentragdo foi realizada em
triplicata, utilizando-se 4 animais para cada concentracao e, 0s peixes permaneceram
em contato com a solucao por 48 horas. Nesse periodo os animais foram observados,
as alteracbes comportamentais e mortalidade foram registradas. Os mesmos ficaram
em jejum por 24 horas antes do experimento, de modo a manter constante as

concentracfes durante a exposicao.

2.2.4. Determinacao da dose letal média (DLso)

Para obtencdo da concentracdo letal média (DLso), foram utilizados animais
adultos, coletados aleatoriamente do tanque e submetidos, um por vez, a
administracdo por via oral. Os peixes foram anestesiados com agua gelada 4°C, em
seguida imobilizados em esponja umedecida de 7 cm, preparada para este fim, e
assim, com auxilio de uma pipeta volumétrica (HTL Lab Solutions) foram
administradas por via oral as diferentes doses no volume de 2 pl/animal (1, 3,5, 7, 9
g/kg). Cada dose foi realizada em triplicata, utilizando-se 4 animais para cada dose, e

0S peixes permaneceram em contato com a solucéo por 48 horas. Nesse periodo os
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animais foram observados, e as alteracbes comportamentais e mortalidade foram

registradas. A DLso foi determinada utilizando o método de proébitos.

2.2.5. Avaliacao da mortalidade

A mortalidade foi monitorada continuamente, e os peixes foram considerados
mortos quando o movimento do opérculo e resposta a estimulos mecanicos ja nao
puderem ser detectados. ApGs o término do experimento os peixes restantes foram

submetidos a eutanasia.

2.2.6. Avaliagdo dos parametros histopatologicos

Os orgaos (cérebro, branquias, figado, rins e intestino) foram fixados em
solucdo de Bouin por 24 horas. Apés este periodo, os peixes fixados tiveram as
nadadeiras removidas e cauda seccionada na linha que vai do anus até a porgéo
posterior da nadadeira dorsal. Em seguida, o material foi descalcificado em solugéo
de EDTA a 7% por 48 horas. As metades foram desidratadas em bateria de alcoois,
diafanizadas em xilol e depois incorporadas em parafina (Inlab Co.), seguindo a
técnica descrita por Souza et al., (2016). A coloracao utilizada foi HE (Hematoxilina de
Harris — LABORCLIN e Eosina Amarelada — INLAB), de acordo com a técnica de
Souza et al. (2016).

A andlise histopatoldgica dos 6rgéos foi realizada usando microscopia 6ptica
(Olympus-micronal BX41) e as fotografias foram obtidas usando MDCE-5C Camera
Digital USB 2.0. Seguidamente, eles foram classificados de acordo com sua gravidade
e ocorréncia, permitindo a determinacdo dos valores médios de avaliacdo (VMA)
descrito por Schwaiger et al., (1996), e IHA (indice de altera¢des histolégicas) com
base no método descrito por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994). Os parametros

histopatolégicos sdo mostrados nas Tabelas 3-7.
2.3. METODO DE ANALISE DO MATERIAL PREPARADO
Para a andlise das laminas foi considerada uma série de alteracdes

histopatolégicas nos 6rgdos, conforme mostram as Tabelas 3-7, que foram

classificadas em ordem de gravidade e as ocorréncias foram registradas.
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Possibilitando a aplicacdo de dois indices para a avaliacdo das altera¢cées. Um deles
€ 0 VMA, proposto por Schwaiger et al. (1997), calculado a partir de uma analise
semiquantitativa baseada em uma escala de severidade e ocorréncia das lesoes:
grau 1 = sem alteracdes patoldgicas;

grau 2 = alteracdes pontuais brandas a moderadas;

grau 3 = alteracdes patoldgicas severas e amplamente distribuidas.

Estes valores foram determinados separadamente para cada 6rgdo de cada
animal e a média e o erro padrao entre os peixes de cada local foram calculados. O
outro indice utilizado foi o IAH utilizado por Poleksic; MitrovicTutundzic (1994) na
avaliacdo de efeitos cronicos da poluicdo nas branquias de trés espécies de peixes
ciprinideos. Este indice foi baseado em uma lista de lesdes branquiais, sendo cada
tipo de leséo classificado, conforme a severidade, em estagios I, Il e 1.

De acordo com os autores, os estagios foram assim descritos:

Estégio I: Alteragcdes que ndo comprometem o funcionamento do tecido.

Estagio Il: Alteracdes mais severas que comprometem o funcionamento normal
do o6rgao.

Estagio Ill: Alteragbes muito severas e irreversiveis.

A partir dessa classificacdo das lesdes em estagios, os autores assumiram
empiricamente que a cinética das alteragdes tem um crescimento exponencial. Entéo:
a) para o primeiro estagio: 10°
b) para o segundo estagio: 10!

c) para o terceiro estagio: 10?

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

na nb ne
S a,+10% b, +10°Y ¢,
P =~ B - =
N

Sendo:

a: primeiro estagio de alteracdes.

b: segundo estagio de alteracoes.

c: terceiro estagio de alteracgoes.

na: numero total de alteracdes consideradas como sendo do primeiro estagio.
nb: nimero total de altera¢cdes consideradas como sendo do segundo estagio.

nc: numero total de alteracdes consideradas como sendo do terceiro estagio.
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N: nimero de peixes analisados por tratamento.

No presente trabalho, esta equacéo foi utilizada para calcular o indice de
alteracbes ndo sO6 nas branquias, mas também dos demais 6rgdos. Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994) estabeleceram, ainda, as seguintes relacbes entre os
valores de/e os efeitos nas branquias. Nesse trabalho, essas relagbes foram
extrapoladas para os outros 6rgados. Entdo, de maneira geral, as relacdes ficaram

assim estabelecidas:

Valores de Efeitos

0-10 orgao funcionalmente normal

11-20 orgao com alteragdes de leves a moderadas
21-50 orgao com alteracfes de moderadas a graves
>100 orgdo com danos irreversiveis

2.4. ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos resultados obtidos, foi utilizado o Software
GraphPad Prism versédo 6.0. Para analise dos dados aplicou-se ANOVA (one-way)
seguida do teste de Tukey-Kramer para comparac¢ao dos grupos testes e controle. Os
resultados foram expressos como média = desvio padrdo da média. Valores com p <

0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS

3.1. AVALIACAO DOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS DE Danio rerio
(ZEBRAFISH)

A exposicao de D. rerio a diferentes concentracfes do extrato hidroetandlico
das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) induziu vérias alteracfes, e foram
classificados de acordo com os estagios I, Il e lll.

Por imerséo a concentracdo de 25 mg/l do extrato hidroetandélico das folhas de
Spondias mombin (EHEFSm) ndo produziu alteragdo comportamental acentuada
sobre os animais, apenas aumento da atividade do nado nos minutos iniciais. Todos

0S peixes nessa concentragao ficaram 48 horas em imersao.
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Na concentragdo de 50 mg/l, os animais apresentaram aumento na atividade
do nado, perda de postura, perda de motilidade, deposicdo do animal no fundo do
aquario e morte, essas alteragdes foram expressadas durante as primeiras 24 horas,
apos esse periodo nao houve alteracdo nos peixes que permaneceram Vivos.

Ja na concentracédo de 75 mg/l, nenhum dos animais sobreviveu as 48 horas
de teste, apds 9 horas de teste, todos os peixes haviam expressado aumento da
atividade do nado, espasmos, tremores no eixo da cauda, nado circular, perda de
postura, clénus, perda de motilidade, deposicdo do animal no fundo do aquario e
morte.

Em relacdo ao teste realizado por via oral, na dose de 1 g/kg do EHEFSm,
embora nenhum peixe tenha morrido até o final do experimento, assim que foram
submetidos ao teste, os animais apresentaram aumento da atividade do nado e leves
tremores no eixo da cauda.

Na dose de 3 g/kg observou-se aumento da atividade do nado, espasmos e
tremores no eixo da cauda. A dose 5 g/kg apresentou os mesmos estagios da dose
anterior e o nado circular do animal. E importante ressaltar que essa dose estimulou
a liberacé@o de ovos nas fémeas férteis utilizadas nesse teste.

Nas doses 7 e 9 g/kg os animais apresentaram todas as atividades descritas
nos estagios com clonus acentuado, mas ainda assim a dose de 7 g/kg foi capaz de
chegar ao fim do teste de 48 horas com peixes ainda vivos, e na dose de 9 g/kg todos

0S peixes morreram antes das primeiras 24 horas.

3.2. DETERMINACAO DA ClLso

O tratamento por imersdo com extrato hidroetandlico das folhas de Spondias
mombin (EHEFSm) nas concentracbes de 25, 50 e 75 mg/l, possibilitou a

determinacao da CLsoem 48 horas de 49,86 mg/l (Figura 1).
3.3. DETERMINACAO DA DLso
O tratamento por via oral com extrato hidroetandlico das folhas de Spondias

mombin (EHEFSmM) nas doses de 1, 3, 5, 7, e 9 g/kg, possibilitou a determinacdo da
DLso em 48 horas de 4,515 g/kg (Figura 2).
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3.4. AVALIACAO DA MORTALIDADE

A Tabela 1 e a Tabela 2 apresentam o percentual de animais mortos com 0s
tratamentos, tanto por imersédo quanto por gavagem com o extrato hidroetandlico das
folhas de Spondias mombin (EHEFSmM). Sendo que em elevadas concentracdes (75

mg/l) e (9 g/kg) a letalidade chegou a 100%.

3.5. AVALIACAO DOS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

3.5.1 Viade imersao

No estudo histopatolégico das branquias, no tratamento realizado por imersao
a concentracdo de 25 mg/l do extrato hidroetandlico das folhas de Spondias mombin
(EHEFSm) apresentou alteracdes de nivel I, como afastamento das células epiteliais,
congestdo dos vasos e fusdo parcial das lamelas, além de alterac6es de nivel II,
ruptura epitelial (Figura 3). O indice de alteracdo histologica (IHA) foi de 3,2
demonstrando assim, que o 6rgao permaneceu funcionalmente normal.

Na concentracdo de 50 mg/l, as alteracbes encontradas foram de nivel | e II,
afastamento das células epiteliais e a fusdo parcial das lamelas, as alteracdes de nivel
Il foram a ruptura epitelial e o distanciamento da lamela primaria. Com o IHA de 5,5
caracterizando o 6rgdo como funcionalmente normal.

A imersao realizada com 75 mg/l resultou em alteracdes de nivel I, 1l e Ill. As
alteracdes de nivel | foram congestdo nos vasos e infiltracdo de leucdcitos. Como
alteracdes de nivel Il estdo a ruptura epitelial, o distanciamento da lamela priméaria, a
fusdo completa das lamelas e a degeneracdo celular. A alteracao de nivel Il foi a
necrose. Apresentou o IHA de 35,5. Dessa forma, esse 6rgéo foi classificado como
apresentando alteracbes moderadas a graves. As altera¢cdes mais frequentes nas
branquias de D. rerio podem ser observadas na Tabela 3.

O figado do zebrafish foi outro 6rgédo analisado na histologia, quando o animal
€ exposto, por imersdo, a concentracdo de 25 mg/l do EHEFSm o figado dele
apresenta alteragdes nivel | e Il (Figura 4). As alteracdes de nivel | foram aumento do
volume dos vasos e vacuolizacdo citoplasmatica, as alteracdes de nivel Il foram
degeneracéo celular, vacuolizagédo nuclear e atrofia nuclear. O indice de alteragéo foi

de 8 demonstrando que o 6rgao permaneceu funcionalmente normal.
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Na concentracdo de 50 mg/l, as alteracdes encontradas foram de nivel | e Il,
como alteracdes de nivel | estdo a perda do contorno nuclear, diminuicdo da
frequéncia relativa de nucleos e diminuicdo de glicogénio, as alteracdes de nivel Il
foram degeneragdo celular, vacuolizagdo nuclear, atrofia nuclear e degeneragéo
citoplasmatica (Figura 4). O IHA foi de 8,2 caracterizando o 0rgdo como
funcionalmente normal.

Quando o peixe entrou em contato com a concentragcdo de 75 mg/l as
alteracdes histopatoldgicas encontradas foram de nivel | e Il. As alteracdes de nivel |
foram perda do contorno nuclear, aumento da frequéncia de vasos e diminui¢ao, no
nivel Il foram degeneracéao celular, vacuolizac&o nuclear, degeneracéao citoplasmatica
e atrofia nuclear (Figura 4). O célculo do IHA resultou no valor de 8,2 que significa
orgao funcionalmente normal. As alteracdes que foram encontradas no figado de D.
rerio sdo apresentadas na Tabela 4.

As alteracdes habitualmente encontradas nos rins de D. rerio foram
apresentadas na Tabela 5. Na concentracao de 25 mg/l de nivel | foram degeneracéo
hialina tubular, desorganizac¢ao tubular e aumento do espaco da cipsula de Bowman.
De nivel Il foi encontrada a hiperemia. O indice de alteracao histologica foi de 3,2
demonstrando como normal o funcionamento do érgdo. Esses resultados estédo
expressos na Figura 5.

Ja na concentracdo de 50 mg/l foram observadas desorganizacdo tubular,
aumento do espaco da capsula de Bowman e dilatacdo dos capilares glomerulares,
gue sao alteracBes de nivel I. As alteracdes de nivel Il foram degeneracdo hialina
tubular e hiperemia. O IHA foi de 5,8 dessa forma, o funcionamento do 6rgéo foi
considerado normal (Figura 5).

A concentracao de 75 mg/l causou alteracdes dos trés niveis, as alteracfes de
nivel | foram aumento do espaco da capsula de Bowman e desorganizacgao tubular;
nivel Il degeneracdo hialina tubular, hiperemia e degeneracéo citoplasmética das
células tubulares; nivel 11l necrose. O IHA foi de 33 assim sendo, as alteracdes foram
classificadas como moderadas a graves.

Os animais submetidos ao tratamento com a concentragdo de 25 mg/l
apresentaram no intestino alteracbes de nivel | e Il. Dentre as alteracdes foram
encontradas atrofia dos vilos, vacuolizagdo dos enterdcitos e encurtamento da lamina
propria. A alteragdo de nivel Il foi distanciamento da lamina propria, resultando em

IHA de 3,2 classificado como orgao funcionalmente normal.
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Na concentracdo de 50 mg/l as alteracdes de nivel | encontradas foram atrofia
dos vilos, distanciamento do revestimento epitelial do apice do vilo intestinal, infiltracdo
de leucdcitos, hipertrofia das células epiteliais e degeneracdo das células. As
alteracdes de nivel Il foram degeneracéo do vilo e distanciamento da lamina proépria,
a necrose foi a alteracéo de nivel Ill. O IHA foi de 31,2 sendo alteracdes moderadas a
graves.

A concentracdo de 75 mg/l apresentou como alteragdes de nivel | atrofia dos
vilos, distanciamento do revestimento epitelial do apice do vilo intestinal, infiltracdo de
leucécitos, degeneracdo das células, encurtamento da lamina propria, degeneracéo
da camada muscular e vacuolizacdo dos enterdcitos, como alteracées de nivel I
degeneracéo do vilo e destruicdo da mucosa intestinal, como alteracdo nivel Ill a
necrose. O IHA foi de 31,7 sendo alteragfes classificadas como moderadas a graves.
As alteragOes frequentes no intestino estéo na Tabela 6 e os resultados referentes a
ele na Figura 6.

As alteracdes frequentes no cérebro estdo na Tabela 7. No cérebro a alteracao
causada pelo tratamento com a concentracao de 25 mg/l foi de nivel |, apresentando
dilatacao dos vasos (Figura 7). O IHA foi 0,2 classificando os 6rgdos como normais.

Na concentracéo de 50 mg/l a exposicao resultou em alteracdes de nivel Il com
atrofia de neurdnios, cromatdlise central e células granulo-adiposas. O IHA foi de 7,5
demonstrando assim, que o 6rgdo permaneceu funcionalmente normal.

A concentracao de 75 mg/l apresentou alteracao de nivel Il com cromatélise
central e células granulo-adiposas e nivel Il com necrose de neurénios. O IHA foi de
30, classificando as alteragbes como moderadas a graves.

3.5.2 Viaoral

O tratamento por via oral (gavagem) com a dose de 1 g/kg do extrato
hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) apresentou alterages de
nivel 1 e 1l nas brénquias, as alteragbes de nivel | foram afastamento das células
epiteliais, congestdo dos vasos e hiperplasia das células de cloreto. A alteracédo de
nivel Il foi a ruptura epitelial (Figura 8). O indice de alteragdo histolégica (IHA) foi de
3,2 demonstrando que o 6rgao permaneceu funcionalmente normal.

Na dose de 3 g/kg foi possivel observar alteragbes de nivel | e Il. Dentre as

alteracdes de nivel | estdo afastamento das células epiteliais, congestdo dos vasos,
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presenca das células de cloreto na lamela, infiltracdo de leucdcitos e hiperplasia das
células epiteliais. As Unicas alteracdes de nivel Il encontradas foram a ruptura epitelial
e a degeneracdo celular (Figura 8). O IHA encontrado foi de 6,2 resultando em 6rgao
funcionalmente normal.

A dose de 5 g/kg apresentou alteracdes nos trés niveis. No nivel | afastamento
das células epiteliais, presenca das células de cloreto na lamela, infiltracdo de
leucdcitos e fusdo parcial das lamelas. No nivel Il degeneracdo celular e ruptura
epitelial. No nivel lll necrose e fibrose (Figura 8). IHA foi de 56 classificado como danos
irreversiveis.

Os animais submetidos a dose de 7 g/kg demonstraram alteracdes nos trés
niveis. No nivel | afastamento das células epiteliais, infiltracdo de leucdcitos e fusédo
completa das lamelas. No nivel Il ruptura epitelial, degeneracédo celular e aneurisma.
No nivel Il necrose e fibrose (Figura 8). IHA foi de 58,2 caracterizando alteracfes com
danos irreversiveis.

A dose de 9 g/kg também teve alteracfes nos trés niveis. No nivel | afastamento
das células epiteliais, presenca das células de cloreto na lamela e fusdo completa das
lamelas. As alteracdes de nivel Il foram ruptura epitelial, hemorragia, aneurisma e
degeneracdo celular. No nivel Il foram encontradas necrose e fibrose (Figura 8). O
IHA foi de 60,7 com alteracdes com danos irreversiveis.

Com o tratamento com a dose de 1 g/kg do EHEFSm por via oral o figado do
animal apresentou alteracdes de nivel | e Il. No nivel | a alteracdo encontrada foi a
perda do contorno celular. No nivel Il degeneracdo nuclear, degeneracdo
citoplasmatica, ruptura celular e hiperemia (Figura 9). O IHA foi de 2,5. Orgdo
funcionalmente normal.

A dose de 3 g/kg do EHEFSmM mostrou alteracbes de nivel | e Il. No nivel |
foram encontradas a perda do contorno celular e a perda do contorno nuclear. No nivel
Il ruptura celular, vacuolizacéo nuclear e esteatose (Figura 9). O calculo do IHA teve
como resultado o valor de 5,5 classificando o 6rgao como funcionalmente normal.

No tecido hepatico a dose de 5 g/kg do EHEFSm produziu altera¢des de nivel
I e Il. No nivel | foi encontrada perda do contorno nuclear. No nivel Il degeneragéo
nuclear, degeneracgéao citoplasmatica, ruptura celular, hiperemia, colestase, esteatose,
atrofia nuclear e vacuolizacéo nuclear (Figura 9). O IHA foi de 20,2 classificando como

orgéo apresentando alteracdes moderadas a graves.
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Na dose de 7 g/kg do EHEFSm mostrou alteragdes nos trés niveis. No nivel |
foi encontrada perda do contorno nuclear e vacuolizacéo citoplasmatica. No nivel Il
degeneracgdo nuclear e ruptura celular. No nivel Ill foi encontrada necrose (Figura 9).
O valor do IHA foi de 30,5 classificando o 6érgdo como apresentando alteracdes
moderadas a graves.

A dose de 9 g/kg do EHEFSm mostrou alteracdes nos trés niveis. No nivel | foi
encontrada perda do contorno nuclear. No nivel Il degeneracdo nuclear, atrofia
nuclear, ruptura celular e vacuolizacdo. No nivel Il foi encontrada necrose (Figura 9).
O calculo do IHA apresentou resultado com valor de 35,2 classificando o 6rgdo como
apresentando alteragcbes moderadas a graves.

Com a dose de 1 g/kg do EHEFSm os rins do animal apresentaram alteracdes
de nivel | e Il. No nivel | as alterac6es foram desorganizacéo tubular e aumento do
espaco da cipsula de Bowman. No nivel Il degeneracéo hialina tubular e degeneracéo
glomerular (Figura 10). O IHA foi de 5,5. Com o érgao funcionalmente normal.

A dose de 3 g/kg do EHEFSm provocou alteracdes nos trés niveis. No nivel | a
Gnica alteracdo foi o aumento do espaco da cépsula de Bowman. No nivel I
degeneracdo hialina tubular, hiperemia e degeneracdo citoplasmatica das células
tubulares. No nivel Ill foi encontrada necrose (Figura 10). O IHA foi de 32,7. Orgéo
apresentando alteragcbes moderadas a graves.

Quando administrado por via oral a dose 5 g/kg do EHEFSm provocou
alteracdes nos trés niveis. No nivel | a Unica alteracdo foi o0 aumento do espaco da
capsula de Bowman. No nivel Il degeneracao hialina tubular, hiperemia, degeneracéo
citoplasmatica das células tubulares e ruptura dos vasos. No nivel Il foi encontrada
necrose (Figura 10). O IHA foi de 35,2. Com o 6rgdo apresentando alteracGes
moderadas a graves.

A dose de 7 g/kg do EHEFSm provocou alteracdes nos trés niveis. No nivel |
as alteracOes apresentadas foram degeneracao hialina tubular e aumento do espaco
da capsula de Bowman. No nivel Il degeneracado tubular, hiperemia, degeneracéo
citoplasmatica das células tubulares e ruptura de vasos. No nivel Ill foi encontrada
necrose (Figura 10). O IHA foi de 35,5. Com 6rgdo apresentando alteracfes
moderadas a graves.

Na maior dose testada (9 g/kg) do EHEFSm provocou alteracbes nos trés
niveis. No nivel | as alteracdes apresentadas foram degeneracéo hialina tubular e

aumento do espaco da capsula de Bowman. No nivel Il degeneracdo tubular,
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hiperemia, degeneracdo citoplasmatica das células tubulares, ruptura de vasos,
degeneracéo nuclear das células tubulares, degeneracéo glomerular e tecido linfoide
na capsula de Bowman. No nivel Il foi encontrada necrose (Figura 10). Com IHA de
43. Com 6rgao apresentando alteragcdes moderadas a graves.

Em relag&o ao intestino a dose de 1 g/kg do EHEFSm desencadeou alteragbes
nos trés niveis. No nivel | as alteracdes apresentadas foram infiltracdo de leucocitos,
degeneracdo das células, encurtamento da lamina propria, vacuolizacdo dos
enterocitos e hiperplasia das células caliciformes. No nivel Il degeneracdo do vilo e
destruicdo da mucosa intestinal. No nivel Il foi encontrada necrose (Figura 11). O IHA
foi de 31,2. Com 6rgéo apresentando alteracdes moderadas a graves.

Na dose de 3 g/kg o EHEFSm gerou alterac6es em todos os niveis. No nivel |
as alteracbes apresentadas foram atrofia dos vilos, distanciamento do revestimento
epitelial do apice do vilo intestinal, degeneracéo das células, degeneracdo da camada
muscular, vacuolizacdo dos enterdcitos e hiperplasia das células caliciformes. No nivel
Il destruicdo da mucosa intestinal e degeneracéo do vilo. No nivel Il foi encontrada
necrose (Figura 11). O IHA foi de 31,5. Com Orgado apresentando alteracfes
moderadas a graves.

A dose de 5 g/kg do EHEFSm promoveu alterac6es em todos os niveis. No
nivel | atrofia dos vilos, distanciamento do revestimento epitelial do apice do vilo
intestinal, degeneracédo das células, degeneracédo da camada muscular, vacuolizacéo
dos enterdcitos, hiperplasia das células caliciformes e encurtamento da lamina
prépria. No nivel Il fusdo dos vilos e destruicdo da mucosa intestinal. No nivel Il foi
encontrada necrose (Figura 11). O IHA foi de 34,2. Com 0Orgdo apresentando
alteracdes moderadas a graves.

Na dose de 7 g/kg o EHEFSm levou a alteracfes em todos os niveis. No nivel
| atrofia dos vilos, degeneracdo da camada muscular, hiperplasia das células
caliciformes e encurtamento da lamina propria. No nivel 1l degeneracéo do vilo,
destruicdo da mucosa intestinal, fusédo dos vilos e hemorragia na lamina prépria. No
nivel Il foi encontrada necrose (Figura 11). O IHA foi de 36. Com 6rgéo apresentando
alteracdes moderadas a graves.

Na dose de 9 g/kg o EHEFSm povocou altera¢cées em todos os niveis. No nivel
| atrofia dos vilos, degeneracdo da camada muscular, hiperplasia das células
caliciformes e encurtamento da lamina propria. No nivel 1l degeneracéo do vilo,

destruicdo da mucosa intestinal, fusdo dos vilos, hemorragia na lamina prépria e
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distanciamento da lamina propria. No nivel Il foi encontrada necrose (Figura 11). O
IHA foi de 38,5. Com 6rgédo apresentando alteracdes moderadas a graves.

Em relacd@o ao cérebro a dose de 1 g/kg do EHEFSm gerou alterages nos trés
niveis. No nivel | dilatacéo dos vasos. No nivel Il células granulo-adiposas. No nivel lll
foi encontrada necrose dos neurénios (Figura 12). Apresentando IHA de 27,7. Com
orgao apresentando alteracbes moderadas a graves.

A dose de 3 g/kg do EHEFSm apresentou alteracdes nos niveis Il e 1ll. No nivel
Il células granulo-adiposas e astrocitos gemistociticos. No nivel Ill foi encontrada
necrose (Figura 12). Com IHA de 30. Com 6rgdo apresentando alteragcdes moderadas
a graves.

A dose de 5 g/kg do EHEFSm levou a alterac6es nos trés niveis. No nivel |
apresentou dilatacdo dos vasos. No nivel Il células granulo-adiposas e astrocitos
gemistociticos. No nivel Ill foi encontrada necrose do neurdnio (Figura 12). O IHA foi
de 30,2. Orgéo apresentando alteragdes moderadas a graves.

A dose de 7 g/kg do EHEFSm produziu alteracfes nos niveis Il e 1ll. No nivel Il
cromatolise central, células granulo-adiposas e astrécitos gemistociticos. No nivel Il
foi encontrada necrose do neurdnio (Figura 12). O valor IHA foi de 32,5. Com 6rgéo
apresentando alteracbes moderadas a graves.

A dose de 9 g/kg do EHEFSm produziu alteragcfes nos niveis Il e Ill. No nivel Il
cromatélise central, células granulo-adiposas, astrécitos gemistociticos e atrofia
neuronal. No nivel Il foi encontrada necrose do neurdnio (Figura 12). O IHA foi de

32,5. Com 6rgao apresentando alteragcdes moderadas a graves.

4. DISCUSSAO

Os flavonoides pertencem ao amplo grupo de polifendis (HARBONE;
WILLIAMS, 2000; SCHMITT-SCHILLIG, 2005), mesmos compostos que
apresentaram efeito benéfico ao cérebro (LAU; SHUKIT-HALE; JOSEPH, 2005). Além
disso de acordo com o trabalho realizado por Ayoka et al., (2005) o EHEFSm na dose
de 5,0 g/kg por via oral, ndo demonstraram nenhum sinal de toxicidade aguda em
ratos Wistar, ja que para testes de toxicidade, geralmente se usa ratos e camundongos
e, € recomendado o0 uso da mesma via de administracdo utilizada para os humanos,
sendo a via oral a mais usada (KLAASSEN; AMDUR; DOULL, 1996). Por isso foi
realizada a determinagéo da DLso, que teve como resultado o valor de 4,515 g/kg,
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demonstrando assim a susceptibilidade crescente do D. rerio as diferentes doses de
exposicao, sendo que nas altas doses 9,0 g/kg a letalidade chegou a 100%. Porém,
como o teste de toxicidade em peixes é realizado por via de imersdo (HENARES et
al., 2008; ALBINATI et al., 2009; SOUZA et al., 2016) esse teste também foi realizado
para que houvesse uma comparacgao entre as duas vias.

O resultado de CLso obtido foi de 49,86 mg/l. E notavel que a medida que se
aumenta a concentracdo, a mortalidade dos peixes também aumenta (BILBERG et
al., 2012; SOUZA et al., 2016). Comparando as duas vias, é possivel observar o quao
distante sdo as duas doses que matam a metade dos animais em cada via de
administracdo. Mas também se faz necessario analisar o0s parametros
comportamentais que cada uma das administracdes causou.

No emprego de zebrafish como animal de experimentacéo, deve-se considerar
que, quando em contato com substancias estranhas eles podem apresentar
comportamento alterado (MATHUR; BERBEROGLU; GUO, 2011). E essa atividade
pode acontecer mesmo que se utilize produtos de origem natural, pois o produto
fitoterapico € um corpo estranho ao organismo e, como todo xenobiético, os produtos
de sua biotransformacéo sao potencialmente téxicos (LAPA et al., 2000). Souza et. al
(2016) observaram que as alteragbes comportamentais no zebrafish comegam com o
aumento da excitabilidade do animal, seguida de perda de postura, deposicdo no
fundo do aquario e, por conseguinte a morte e, essas alteracdes puderam ser
observadas nesse estudo.

A partir dos estudos de Souza et al., (2016) e Carvalho et al. (2017) é possivel
afirmar que pelo fato do zebrafish ser um animal pequeno, a exposicdo dele a
substancias estranhas pode provocar reac6es em diversos 6rgaos vitais tais como as
branquias, figado, rins e intestino. Fato que foi detectado nesse estudo, onde todos
0S grupos testados apresentaram alteracdes histopatolégicas em um ou mais desses
orgaos. Nesse trabalho também foi analisado o cérebro, como potencial 6érgdo que
sofre alteracdo quando submetido a testes de toxicidade aguda.

As branquias sao estruturas que permitem ao peixe extrair eficientemente
oxigénio da agua para seu uso em reacdes metabdlicas, essa estrutura é responsavel
pelas trocas gasosas, regulando o equilibrio acido-base, além de ser o primeiro local
de excrecao de residuos toxicos, exercendo um importante papel no balanceamento
ibnico (HOULIHAN; RANKIN; SHUTTLEWORTH, 1982; BALDISSEROTTO, 2002;
HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012).
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Esse contato direto das branquias com o ambiente aquéatico € uma
caracteristica importante no que diz respeito as trocas gasosas, pois as branquias
tornam-se um o6rgédo indicador de contaminacdo ambiental por estar em contato direto
com o ambiente externo, sendo particularmente sensiveis a presenca de
contaminantes no meio e, 0s primeiros a reagir as condicdes desfavoraveis de um
ambiente (LINS et al., 2010).

Segundo Mazon et al., (2002) a distensdo das células epiteliais promove
hemorragias e aneurismas no tecido branquial, conforme observado nos grupos
tratados com 7 e 9 g/kg do EHEFSm. De forma similar, Lins et al (2010), mencionou
gue alteracdes vasculares como congestao (presente nos grupos 25 e 75 mg/l, além
dos grupos 1 e 3 g/kg). AlteracBes histopatologicas como hiperplasia das células
(presente no grupo tratado com 1 e 3 g/kg do EHEFSm) e afastamento do epitélio
(observados nas duas vias de administragédo nas doses de 1, 3, 5, 7 e 9 g/kg, e nas
concentracfes de 25 e 50 mg/l) indicam a tentativa de adaptacéo do tecido as novas
condic0es fisiopatoldgicas (CARVALHO et. al, 2017). Uma das formas de adaptacéo
do tecido é a reducdo da passagem de agua e sangue para o interior das lamelas
secundarias (SOUZA et. al, 2016). Miron (2008) relacionou danos graves, como fusao
de lamelas secundarias, essa alteracdo foi observada nos grupos das duas vias de
administracdo 75 mg/l, 7 g/kg e 9 g/kg.

O figado é uma glandula digestiva composta por hepatécitos e por fibras que
promovem sua sustentacdo. A superficie hepética é revestida por uma membrana
serosa e o0 tecido conectivo dessa capsula penetra no parénquima hepatico. Os
hepatocitos sdo células uninucleadas com forma poligonal que possuem importantes
funcdes metabdlicas. Também €& possivel visualizar no figado vascularizacao de
grande calibre, vasos sanguineos de pequeno calibre, ductos biliares, tecido
pancreatico e centro melanomacrofagico (HIBIYA, 1982). Os centros de
melanomacréfagos sao agrupamentos de mondcitos contendo melanossomas entre
os lisossomas, além de um acumulo de ceroides e lipofuscina. A literatura sugere que
esses melanossomas tém como funcéo a producéo de radicais livres utilizados como
bactericidas (ROBERTS, 1975).

O figado é fundamental para a realizacdo do processo de desintoxicacao de
substéancias, e qualquer disfuncdo em seu tecido pode ser prejudicial ao animal e até
provocar a morte (CARVALHO et. al, 2017). Os hepatdcitos sao o tipo celular mais

frequente no zebrafish. Seu citoplasma contém glicogénio abundante e armazenam
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lipidios, ferro, produzem proteinas e aminoacidos e atuam na desintoxicacdo de
diversos compostos (HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012). Todos 0s grupos
utilizados na imersdo e os grupos 1 e 3 g/kg apresentaram os figados com
funcionalidade normal. AlteracBes no tecido podem provocar disfuncdo hepética
(CARVALHO et. al, 2017).

A vacuolizacdo em hepatécitos foi observada em todos os grupos, exceto na
dose 1 g/kg tratados com EHEFSm, essa alteracdo pode estar relacionada a reducéo
do acumulo de glicogénio nas células. Se for intensa, pode resultar na alteracéo do
funcionamento do figado. Segundo Carvalho et. al (2017) o fato do zebrafish ser um
animal muito agil e possuir metabolismo acelerado pode justificar a presenca de
vacuolizacdo nos hepatécitos, indicando disfuncdo no seu metabolismo. Os grupos
tratados com a dose 3 e 5 g/kg também apresentaram hiperemia. Essa condi¢cdo pode
ser classificada como um mecanismo de defesa, que objetiva o0 aumento da
quantidade de células sanguineas no tecido e, consequentemente, aumento da
oxigenacgao e da chegada de nutrientes (TAKASHIMA; HIBIYA, 1984).

O rim dos peixes teleésteos € dividido em duas porcdes diferentes. A porgcédo
anterior € composta por tecido hematopoiético, glandula endécrina e tecido linfoide e
a porcao posterior é constituida de néfrons responsaveis pela filtracdo de residuos
sanguineos e pela captacdo de sal e agua. Os liquidos organicos dos peixes de agua
doce tém concentragdo idnica mais elevada em relacdo ao meio hiperosmético. Para
manter tal concentracdo, ndo permitindo a entrada em excesso de liquidos no corpo,
€ exigida a remocao dos ions (YONKOS, 2000). Portanto, o principal papel dos rins
nos peixes teledsteos de agua doce é eliminar o grande volume de agua que entra no
peixe através das branquias, ndo sendo necessario armazena-la (HOLDEN;
LAYFIELD; MATTHEWS, 2012). A estrutura morfologica do rim dos teledsteos em
geral é caracterizada por apresentar néfrons com corpusculos renais (glomérulos e
capsula de Bowman) (FERRAZ-LIMA; REIS; CECCARELLI, 1993; HEATH, 1995). Em
avaliacOes toxicologicas foram descritas alteracdes histolégicas como degeneracéo
hialina, oclusédo de tubulos renais (CAMARGO; MARTINEZ, 2007), hipertrofiaa celular,
intensa atividade melanomacrofagica, metaplasia cartilaginosa (CARDOSO et al.,
2009) e congestao renal (ALBINATI, 2009). Os grupos tratados com as maiores doses
do EHEFSm apresentaram alteracdes moderadas a graves, esses resultados
sugerem que os rins do zebrafish em uma tentativa de defender o organismo do efeito

do EHEFSm o eliminando, acabaram sofrendo alteracdes.
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O Danio rerio (zebrafish) € desprovido de estdbmago, por conta disso, o bulbo
intestinal, que precede o esbdfago tém funcdo de absorcédo e atua como reservatorio
de alimentos. A camada mucosa é formada por células mucosas (globet cells), células
inflamatodrias dispersas e por enterdcitos, que provavelmente absorvem lipidios.
Através dessas células, o epitélio intestinal realiza a absorcéo de nutrientes e atua na
resposta imune (HOLDEN; LAYFIELD; MATTHEWS, 2012). Os resultados mostram
gue as doses mais elevadas do EHEFSm foram as que mais causaram altera¢des no
intestino do zebrafish.

Os grupos em que a via de administracdo foi oral apresentaram muitas
alteracdes histopatologicas no intestino. Essa observacao se deve pelo fato de nessa
via, 0 rim ser o primeiro 6rgdo a entrar em contato com a substancia. Segundo
Carvalho et al., 2017 procedimentos invasivos em peixes podem gerar inflamagéo na
lamina propria intestinal e provocar infiltragdo leucocitaria no tecido epitelial do
intestino. Além de provocar aumento de células de defesa (ROBERTS; ELLIS, 2012).
A exposicdo do zebrafish a substancias téxicas pode causar danos a mucosa
intestinal, prejudicando a fisiologia do 6érgao (CARVALHO et. al, 2017).

A hipertrofia de células epiteliais, observada no grupo 50 mg/l, pode ser
considerada um mecanismo de defesa, servindo como barreira para reduzir a entrada
dessas substancias no epitélio intestinal (TAKASHIMA; HIBIYA, 1984). Esse processo
pode levar a necrose, alteracdo observada nos grupos em que foram usadas as
maiores doses do EHEFSm, e a vacuolizagéo (presente nos grupos 25, 75 mg/l e 1,
3, 5 g/kg). Essas alteracbes podem comprometer a capacidade do 6rgdo de absorver
nutrientes (CARVALHO et. al, 2017).

As investigacdes histopatolégicas provaram ser uma ferramenta sensivel para
detectar efeitos diretos de compostos quimicos dentro de érgaos-alvo de peixes em
experimentos laboratoriais (SCHWAIGER et al, 1996; SOUZA et al., 2016;
CARVALHO et al., 2017). Altinok e Capkin (2007), em estudo experimental, avaliaram
o efeito do agrotoxico Endosulfan sobre branquias, figado, rins, baco e cérebro de
trutas arco-iris. Alteracdes significantes foram observadas em figado, rim, baco e
branquias, sendo que em cérebro poucas alteragdes foram encontradas.

No presente estudo, poucas altera¢des foram encontradas no cérebro, mas em
doses elevadas foi possivel observar necrose de neurdnios, o que reforca a
importancia dos testes de toxicidade aguda e nas demais doses foi possivel observar

dilatacdo dos vasos sanguineos, Smith et al., (2007) relatou ter observado  vasos
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sanguineos periféricos no cérebro mostraram deformidade consistente, de modo que
o fornecimento de sangue e a oxigenacao para o cérebro pode ser alterado, embora
ainda nédo tenha sido completamente comprometido. Esses dados sé&o importantes em
relacdo a possibilidade de se danificar o sistema cardiovascular ou alterar a
permeabilidade da barreira hematoencefalica. Pois evidentemente, tais lesbes
vasculares associadas a um 6rgao vital como o cérebro aumenta o risco de acidente
vascular cerebral e, portanto, mortalidade, ou alterar o comportamento.

Neste estudo, tem que se considerar que as doses que provocaram grandes
danos ao nivel de histopatologia, foram doses acima do limite de seguranca para um
farmaco (TREVO et. al., 2013), pois farmacos ou qualquer produto que administrado
por qualquer via que produza uma DLso acima de 2g/kg, esse farmaco e considerado
altamente seguro (MULLER; MILTON, 2012). Assim sendo, nessas condi¢cdes
experimentais deste estudo, a administracdo do extrato hidroetanélico das folhas de
Spondias mombin (EHEFSm) por via oral, produziu uma DLso em 48 horas de 4,515

g/kg (Figura 3), podendo ser considerado toxicologiamente atéxico.

5.CONCLUSAO

Considerando os dados experimentais obtidos neste estudo, no modelo de
toxicidade aguda de 48 horas por imerséo e por via oral em Danio rerio (zebrafish),
pode-se afirmar que os resultados obtidos foram importantes para pesquisas
envolvendo esse modelo animal, pois pode ser utilizado a via oral (via mais utilizada
em humanos) o tornando um modelo ainda mais interessante na tentativa de descobrir
novos farmacos. Além disso, essa via permite que se faca uso de doses maiores, ja
que o primeiro 6rgdo a entrar em contato com a substancia € o intestino e ndo as
branquias do animal, evitando assim a morte por obstru¢cdo branquial e ndo pela
toxicidade sistémica do composto investigado.

Por via oral, 0 emprego das doses ainda na faixa de seguranca, provocou danos
visiveis nas analises histopatolégicas, entretanto, os 0Orgdos permaneceram
fisiologicamente viaveis, entretanto, com as doses acima do limite de seguranca
toxicolégica, houve grande comprometimento comportamental e, ao nivel
histopatolégico. Assim sendo, considerando o modelo animal utilizado, pode-se

considerar o EHEFSm por via oral, toxicologiamente atoxico.
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Tabela 1. Numero e porcentagem de animais mortos pelas diferentes concentracdes
do extrato hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) sobre o Danio
rerio (zebrafish).
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Numero e porcentagem de animais mortos nas diferentes concentracdes
das EHEFSm sobre D. rerio

Concentracao 0 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 75 mg/L
N° de mortes 0 0 7 12
Porcentagem 0% 0% 58% 100%

Para determinag&o da concentracéo letal média (CLso), os dados foram plotados no gréafico (Figura 1),
foram consideradas trés concentracfes de exposicao (25, 50 e 75 mg/L). Desse modo, a CLso foi
estimada em 49,86 mg/L.

Tabela 2. Namero e porcentagem de animais mortos pelas diferentes doses do extrato
hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm) sobre o Danio rerio
(zebrafish).

Numero e porcentagem de animais mortos nas diferentes doses das
EHEFSm sobre D. rerio

Dose 0 1,0 3,0 5,0 7,0 9,0
a/kg a/kg a/kg a/kg a/kg a/kg

N° de mortes 0 0 3 7 10 12

Porcentagem 0% 0% 25% 58% 83% 100 %

Para determinacdo da dose letal média (DLso), os dados foram plotados no gréfico (Figura 2), foram
consideradas cinco doses de exposicao (1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 g/kg). Desse modo, a DLso foi estimada
em 4,515 g/kg.
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Tabela 3. Alteracdes histopatoldgicas consideradas na andlise das branquiais de D.
rerio expostos as diferentes concentra¢des do extrato hidroetandlico das folhas de
Spondias mombin (EHEFSm).

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS ESTAGIO

Hipertrofia das células epiteliais I
Adelgamento epitelial I
Deslocamento ou elevacao das células do epitélio I
Ruptura epitelial Il
Hiperplasia das células epiteliais na base das lamelas secundarias I
Hiperplasia das células epiteliais ao longo das lamelas secundarias I
Fuséo parcial (na base ou no topo) das lamelas secundarias I
Fusdo completa de algumas lamelas secundérias I
Fusdo completa de todas as lamelas secundarias I
Degeneracao celular I
Infiltrac@o de leucdcitos no epitélio branquial I
Hipertrofia e/ou hiperplasia das células mucosas I
Presenca de células mucosas nas lamelas secundérias I
Hipertrofia e/ou hiperplasia das células cloreto I
Presenca de células cloreto nas lamelas secundarias I
Dilatacao dos capilares I
Desarranjo dos capilares I
Congestéao vascular I
Hemorragia causada por ruptura de capilares I
Aneurisma lamelar Il
Fibrose 1l
Necrose [l
Presenca de parasitas I

O estagio considerado para cada alteracdo esta indicado na segunda coluna. Baseado em Poleksic;
Mitrovic-Tutundzic (1994).
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Tabela 4. Alteracdes histopatoldgicas consideradas na analise dos figados de D. rerio
expostos as diferentes concentracfes do extrato hidroetandlico das folhas de

Spondias mombin (EHEFSm).

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

ESTAGIO

Desarranjo dos corddes hepéticos |

Perda ou atipia do contorno celular |

Perda ou atipia do contorno nuclear |

Aumento do volume celular |

Aumento do volume nuclear |

Atrofia nuclear Il

Intensa vacuolizagdo citoplasmaética |

Vacuolizacdo Nuclear Il

Diminuicéo da frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos |
Degeneracao citoplasmatica Il

Degeneracao nuclear Il

Rompimento celular Il

Diminuicéo do glicogénio |

Estagnacéao biliar |

Aumento da frequéncia relativa de vasos sanguineos
Hiperemia

Ruptura de vasos

Aumento do volume relativo dos vasos

Degeneracao dos canaliculos biliares

Necrose (focal ou total)

O estagio considerado para cada alteracdo esta indicado na segunda coluna. Baseado Souza et al.,

(2016).
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Tabela 5. Alteracfes histopatoldgicas consideradas na analise dos rins de D. rerio
expostos as diferentes concentracfes do extrato hidroetandlico das folhas de

Spondias mombin (EHEFSm).

ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS

Perda do contorno celular ou contorno celular atipico
Degeneracao hialina tubular leve

Degeneracao hialina tubular severa

Hipertrofia das células tubulares

Desorganizacgao tubular

Desorganizacdo glomerular

Degeneracao tubular

Degeneracao Glomerular

Aumento do espaco da Capsula de Bowman
Diminuicéo do espaco da C4psula de Bowman
Dilatacao dos capilares glomerulares

Degeneracao citoplasmatica das células tubulares
Degeneracao nuclear das células tubulares
Presenca de tubulos em regeneragao ou de “novos néfrons”
Presenca de muitos granulos PAS-positivos no epitélio tubular
Obstrucéo tubular

Aumento do limem tubular

Presenca do tecido linfoide na capsula de Bowman
Diminuicéo da frequéncia relativa de glomérulos
Dilatacdo dos vasos sanguineos

Hiperemia

Ruptura dos vasos sanguineos

Necrose

ESTAGIO

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

e Hibiya (1995).
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Tabela 6. Alteracdes histopatoldgicas consideradas na analise do intestino de D. rerio
expostos as diferentes concentracfes do extrato hidroetandlico das folhas de
Spondias mombin (EHEFSm).

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS ESTAGIO

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

Hipertrofia das células epiteliais I
Hiperplasia das células caliciformes I
Degeneracao celular I
Atrofia das vilosidades I
Degeneracao da camada muscular I
Destruicdo da mucosa intestinal Il
Fusao parcial ou completa das vilosidades Il
Degeneracao vilosa Il
Estroma com infiltrado linfoplasmocitario I
Reducéo na espessura da lamina propria I
Encurtamento da lamina prépria I
Destacamento da lamina prépria Il
Hemorragia na lamina prépria Il
Vacuolizacao dos enterécitos I
Infiltrac&o leucocitéria I
Edema I
Necrose 1]
Presenca de parasitas I

O estagio considerado para cada alteragcdo esta indicado na segunda coluna. Baseado em Carvalho et
al.,, (2017).
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Tabela 7. Alteracdes histopatoldgicas consideradas na analise do cérebro de D. rerio
expostos as diferentes concentracfes do extrato hidroetandlico das folhas de
Spondias mombin (EHEFSm).

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS ESTAGIO

dilatacdo dos vasos I
cromatodlise central Il
astrocitos gemistociticos Il
células granulo-adiposas Il
atrofia neuronal Il

necrose do neurdnio 1l

Artigo3 114



150-
o 1004
£
(*]
=
= 501
c I 1 1 1
0 20 40 60 80

Conc. mg/L

Figura 1. Efeito da administracéo das diferentes concentra¢cdes do EHEFSm (25, 50 e 75 mg/L) sobre
Danio rerio (zebrafish), n= 12/grupo, CLso= 49,86 mg/L.
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Figura 2. Efeito da administracéo das diferentes doses do EHEFSm (1,0, 3,0, 5,0, 7,0, 9,0 g/kg) sobre
Danio rerio (zebrafish), n=12/grupo, DLso= 4,515g/kg.
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Figura 3. A: 25 mg/l, apresentando ER: ruptura epitelial II; DEC: afastamento das células epiteliais I;
VC: Congestéo dos vasos |; PFSL: fuséo parcial das lamelas |. B: 50 mg/l apresentando ER: ruptura
epitelial II; DEC: afastamento das células epiteliais |; DPL: distanciamento da lamela primaria Il; PFSL:
fusdo parcial das lamelas I. C: 75 mg/l ER: ruptura epitelial Il; DPL: distanciamento da lamela primaria
II; CFSL: fusdo completa das lamelas II; VC: congestdo nos vasos ; LI: infiltragédo de leucdcitos I; CD:
degeneracdo celular II; N: Necrose: Ill.
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Figura 4. A: 25mg/l apresentando CED: degeneracao celular Il; NV: vacuolizagdo nuclear Il; NA: atrofia
nuclear Il; IVV: aumento do volume dos vasos I; CV: vacuolizacdo citoplasmatica I. B: 50mgl/l
apresentando CED: degeneracéo celular II; NV: vacuolizagdo nuclear II; NA: atrofia nuclear Il; LNC:
perda do contorno nuclear |; CD: degeneracado citoplasmatica Il; DRNF: diminuicdo da frequéncia
relativa de nucleos I; GD: diminuig¢&o de glicogénio I. C: 75mg/l apresentacdo CED: degeneragéo celular
II; NV: vacuolizag@o nuclear Il; NA: atrofia nuclear; LNC: perda do contorno nuclear I; IV: aumento da
frequéncia de vasos |; GD: diminuicédo de glicogénio I; CD: degeneracao citoplasmaticalll.
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Figura 5. A: 25mg/l apresentando THD: degenerac¢édo hialina tubular I; TDO: desorganizacao tubular I;
H: hiperemia II; ISBCA: aumento do espago da capsula de Bowman I. B: 50mg/l apresentando TD:
degeneracdo hialina tubular II; TDO: desorganizagdo tubular I; H: hiperemia Il; RSBCA: aumento do
espaco da capsula de Bowman |; DCG: dilatacao dos capilares glomerulares I. C: 75mg/l apresentando
TD: degeneragéo hialina tubular 1l; TDO: desorganizac¢ao tubular I; H: hiperemia Il; ISBCA: aumento do
espaco da cépsula de Bowman |; CDTC: degeneracdo citoplasmatica das células tubulares II; N:
necrose lll.
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Figura 6. A: 25mg/l apresentando VA: atrofia dos vilos I; EV: vacuolizagdo dos enterdcitos |; DL:
distanciamento da lamina proépria Il; SLP: encurtamento da lamina propria I. B 50mg/l apresentando
VA: atrofia dos vilos I; DEL - Distanciamento do revestimento epitelial do &pice do vilo intestinal |; DL:
distanciamento da lamina prépria lI; ILI: infiltracao de leucécitos |; HEC: hipertrofia das células epiteliais
I; VD: degeneracdao do vilo II; N: necrose lll; CD: degeneracgédo das células |. C: 75mg/l apresentando
VA: atrofia dos vilos I; DEL - Distanciamento do revestimento epitelial do apice do vilo intestinal I; ILI:
infiltracdo de leucdcitos I; VD: degeneracdo do vilo II; N: necrose Ill; CD: degeneragdo das células I;
SLP: encurtamento da lamina prépria I; SIM: destruigcdo da mucosa intestinal 1l; DML: degeneracdo da
camada muscular [; V: vacuolizagdo dos enterdcitos I.
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Figura 7. A: 25mg/l apresentando VD: dilatacdo dos vasos |; Cabecas de setas indicam neurdnios
normais. B: 50mg/l apresentando AN: neurénio atrofiado Il; CC: cromatélise central (quando o neurénio
sofre les@o de seu ax6nio e pode apresentar dissolu¢do dos corpusculos de Nissl e deslocamento do
nucleo para a periferia) 1l; AGC: células granulo-adiposas (em alteracdes do tecido nervoso a micréglia
perde as ramifica¢des e torna-se macrofago com capacidade fagocitéria) Il; C: 75mg/l apresentando
CC: cromatoélise central (quando o neurénio sofre lesdo de seu axénio e pode apresentar dissolugao
dos corpusculos de Nissl e deslocamento do nucleo para a periferia) Il; AGC: células granulo-adiposas
(em alteracdes do tecido nervoso a microglia perde as ramificagbes e torna-se macréfago com
capacidade fagocitaria) II; NN: necrose do neur6nio Ill.
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Figura 8. A: 1g/kg apresentando ER: ruptura epitelial Il; DEC: afastamento das células epiteliais I; VC:
Congestéo dos vasos |; CCH: hiperplasia das células de cloreto I. B: 3g/kg apresentando ER: ruptura
epitelial 1l; DEC: afastamento das células epiteliais |; VC: Congestdo dos vasos |; CCL: presenca das
células de cloreto na lamela I; ILI: infiltrac&o de leucécitos I; HEC: Hiperplasia das células epiteliais |;
CD: degeneracao celular Il. C: 5g/kg apresentando ER: ruptura epitelial Il; DEC: afastamento das
células epiteliais I; CCL: presenca das células de cloreto na lamela I; ILI: infiltracdo de leucécitos I; CD:
degeneracdo celular Il; PFSL fusdo parcial das lamelas I; N necrose lll; Fibrose Ill. D: 7g/kg
apresentando ER: ruptura epitelial II; DEC: afastamento das células epiteliais I; ILI: infiltracdo de
leucécitos I; CD: degeneracao celular Il; CSFL: fusdo completa das lamelas |; Necrose Ill; Aneurisma
II; Fibrose lll. E: 9g/kg apresentando ER: ruptura epitelial Il; DEC: afastamento das células epiteliais |;
HM: hemorragia II; A: aneurisma Il; CCL: presenca das células de cloreto na lamela I; CSFL: fusédo
completa das lamelas I; CD: degeneracéo celular Il; N necrose IlI; Fibrose 1.
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Figura 9. A: 1g/kg apresentando LCC: perda do contorno celular I; ND: degeneracdo nuclear Il; CD:
degeneracao citoplasmatica IlI; CED: ruptura celular II; H: Hiperemia II; B: 3g/kg apresentando LCC:
perda do contorno celular |; LNC: perda do contorno nuclear I; CED: ruptura celular II; NV: vacuolizagao
nuclear 1l; S: esteatose Il. C: 5g/kg apresenatndo ND: degeneracdo nuclear Il; CD: degeneracéo
citoplasmatica IlI; CED: ruptura celular II; H: hiperemia Il; C: colestase Il; S: esteatose Il; NA: atrofia
nuclear Il; LNC: perda do contorno nuclear I; NV: vacuolizacéo nuclear Il. D: 7g/kg apresentandoLCC:
perda do contorno celular I; ND: degeneragéo nuclear Il; N: necrose Ill; CV: vacuolizagéo citoplasmética
I; CED: ruptura celular II. E: 9g/kg apresentando LCC: perda do contorno celular I; ND: degeneragéo
nuclear II; N: necrose Ill; NA: atrofia nuclear II; CED: ruptura celular II; NV: vacuoliza¢do nuclear .
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Figura 10. A: 1g/kg apresentando TD: degeneragéo hialina tubular 1l; TDO: desorganizacéo tubular I;
ISBCA: aumento do espaco da capsula de Bowman |; GD: degeneracdo glomerular 1l. B: 3g/kg
apresentando TD: degeneracado hialina tubular II; H: hiperemia Il; RSBCA: aumento do espac¢o da
capsula de Bowman |; CDTC: degeneracgédo citoplasmatica das células tubulares II; N: necrose IllI; C:
5g/kg apresentando TD: degeneracéo hialina tubular II; H: hiperemia Il; ISBCA: aumento do espaco da
capsula de Bowman |; CDTC: degeneragéo citoplasmatica das células tubulares II; N: necrose lll; VR:
ruptura de vasos Il. D: 7g/kg apresentando TD: degeneracéo tubular Il; THD: degeneracgédo hialina
tubular I; H: hiperemia Il; ISBCA: aumento do espaco da capsula de Bowman |; CDTC: degeneracao
citoplasmatica das células tubulares Il; N: necrose Ill; VR: ruptura de vasos Il; E: 9g/kg apresentando
TD: degeneragdo tubular II; THD: degeneragéo hialina tubular I; H: hiperemia Il; RSBCA: aumento do
espaco da capsula de Bowman |; CDTC: degeneracao citoplasmatica das células tubulares Il; NDTC:
degeneracéo nuclear das células tubulares II; N: necrose Ill; VR: ruptura de vasos Il; GD: degeneragao
glomerular Il; LTBC: tecido linfoide na capsula de Bowman .
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Figura 11. A: 1g/kg apresentando ILI: infiltragcdo de leucdcitos I; VD: degeneragédo do vilo Il; N: necrose
Ill; CD: degeneracdo das células |; SLP: encurtamento da lamina prépria |; SIM: destruicdo damucosa
intestinal 1l; V: vacuolizagdo dos enterdcitos |I; GCH: hiperplasia das células caliciformes |. B: 3g/kg
apresentando VA: atrofia dos vilos |; DEL - Distanciamento do revestimento epitelial do 4pice do vilo
intestinal I; VD: degeneracgao do vilo II; N: necrose lll; CD: degeneragao das células I; SIM: destruicao
da mucosa intestinal II; DML: degeneragdo da camada muscular I; V: vacuolizagdo dos enterdcitos I;
GHC: hiperplasia das células caliciformes I. C: 5g/kg apresentando VA: atrofia dos vilos I; DEL -
Distanciamento do revestimento epitelial do 4pice do vilo intestinal I; VD: degeneragdo do vilo Il; N:
necrose lll; CD: degeneracao das células I; SIM: destruicdo da mucosa intestinal II; DML: degeneragéo
da camada muscular I; V: vacuolizagédo dos enterécitos I; GHC: hiperplasia das células caliciformes I;
SLP encurtamento da lamina prépria |; VF: fuséo dos vilos Il. D: 7g/kg apresentando VA: atrofia dos
vilos I; VD: degeneracdo do vilo Il; N: necrose lll; SIM: destruicdo da mucosa intestinal 1l; DML:
degeneracdo da camada muscular I; GHC: hiperplasia das células caliciformes I; SLP encurtamento da
lamina prépria I; VF: fusdo dos vilos Il; HLP: hemorragia na lamina propria Il. E: 9g/kg apresentando
VA: atrofia dos vilos I; VD: degeneracéo do vilo 1l; N: necrose ll; SIM: destruicdo da mucosa intestinal
Il; DML: degeneracdo da camada muscular I; GHC: hiperplasia das células caliciformes I; SLP
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encurtamento da lamina prépria I; VF: fuséo dos vilos Il; HLP: hemorragia na lamina prépria
distanciamento da lamina propria Il.

I; DL:

Figura 12. A: 1g/kg apresentando AGC: células granulo-adiposas (em alterag8es do tecido nervoso a
micréglia perde as ramificagfes e torna-se macréfago com capacidade fagocitaria) II; NN: necrose do
neurdnio Ill; VD: dilatagdo dos vasos |. B: 3g/kg apresentando AGC: células granulo-adiposas (em
alterac6es do tecido nervoso a microglia perde as ramificacdes e torna-se macréfago com capacidade
fagocitaria) Il; NN: necrose do neur6nio lll; GA: astrocitos gemistociticos Il. C: 5g/kg apresentando AGC:
células granulo-adiposas (em altera¢6es do tecido nervoso a microglia perde as ramificacdes e torna-
se macrofago com capacidade fagocitaria) Il; NN: necrose do neurénio Ill; GA: astécitos gemistociticos
II; VD: dilatacéo dos vasos |. D: 7g/kg apresentando CC: cromatélise central (quando o neurénio sofre
lesdo de seu ax0nio e pode apresentar dissolu¢do dos corpusculos de Nissl e deslocamento do ndcleo
para a periferia) Il; AGC: células granulo-adiposas (em alterag6es do tecido nervoso a microglia perde
as ramificacdes e torna-se macrofago com capacidade fagocitaria) II; NN: necrose do neurénio Ill; GA:
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astrécitos gemistociticos Il. E: 9g/kg apresentando CC: cromatdlise central (quando o neur6nio sofre
lesdo de seu axonio e pode apresentar dissolugéo dos corpusculos de Nissl e deslocamento do nicleo
para a periferia) Il; GA astrécitos gemistociticos Il; AGC: células granulo-adiposas Il; NN: necrose do
neurdnio Ill; NA: atrofia neuronal I1.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O uso de plantas medicinais faz parte da pratica da medicina popular,
constituindo um conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios,
especialmente pela tradicdo oral. O uso de plantas medicinais € uma terapia
alternativa no tratamento de diversas doencas. A OMS afirma que 85% das pessoas
do mundo utilizam plantas medicinais para tratar da saude, 80% das pessoas dos
paises em desenvolvimento dependem da medicina tradicional e/ou complementar
para suas necessidades béasicas de saude, e que cerca de 85% da medicina
tradicional envolvem o0 uso de extratos de plantas. Acredita-se, ainda, que
aproximadamente 60% da populacdo mundial recorrem quase que exclusivamente as
plantas medicinais como recurso terapéutico.

Dados da OMS informam também que a ansiedade e a depressdo sao
problemas de saude publica que afetam e prejudicam a vida de milhdes de pessoas e
muitas dessas, buscam por tratamento com plantas. Entre as plantas medicinais
utilizadas pela populacdo para o tratamento de transtornos psiquiatricos se encontra
Spondias mombin, que apesar de seus antecedentes etnomédicos ainda possui
poucas pesquisas que avaliem sua seguranca para uso terapéutico e toxicidade.

Este estudo concluiu que em relagdo as atividades ansiolitica e antidepressiva,
os resultados do extrato hidroetandlico das folhas de Spondias mombin (EHEFSm)
foram semelhantes a de medicamentos de efeito terapéutico conhecidos. Os
resultados mostraram que as doses utilizadas nos testes de ansiedade e depresséo
ndo eram toxicas, ndo apresentando alteracdes histopatologicas.

Dessa forma destaca-se a extrema importancia que esses estudos continuem
sendo realizados, para que seja possivel a descoberta de novos farmacos que
possam ser aplicados para o tratamento de ansiedade e depressdo, pois é
comprovado que os ansioliticos e antidepressivos sintéticos comercializados
atualmente podem causar efeitos colaterais e até dependéncia.

Ha grande necessidade de se ter um conhecimento atualizado sobre a
seguranca da utilizacdo de plantas e seus efeitos para que se torne uma terapia
segura disponivel. Tornando-se uma ferramenta Gtil para melhorar a qualidade de vida

da populacéo cujas acdes devem ser estabelecidas na conquista desta meta.
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papers published should contribute to a transdisciplinary and multidisciplinary disoussion. The length
should be a maximum of 2-3 printed pages or 2500 words. Please contact the Reviews Editor
j-ethnopharmacol@pharmacy.ac.uk with an outline.

7. Conference announcements and news.

Submission checklist
Please click here to download the Submission Checklist. This is a mandatory file during submission.
Upload the completed checklist and choose the file type as "Checklist".

fou can use this list bo carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
« E-mail address
« Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

» Include keywords

# All figures (include relevant captions)

« All tables (induding titles, description, footnotes)

# Ensure all figure and table citations in the text matdh the files provided
# Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files {where applicable)
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» All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

» Relevant declarations of inberest have been made

# Journal policies detailed in this guide have been reviewed

» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.
Policy and ethics

In the covering letter, the author must also declare that the study was performed according to the
intermational, national and institutional rules considering animal experiments, clinical studies and

biodiversity rights. See below for further information. The ethnopharmacolegical importance of the
study must also be explained in the cover letter.

Animal and clinical studies - Investigations using experimental animals must state in the Methods
section that the research was conducted im accordance with the intermationally accepted principles
for laboratory animal use and care as found in for example the European Community guidelines (EEC
Directive of 1986; 86/609/EEC) or the US guidelines (MIH publication #85-23, revised in 1985).
Inwvestigations with human subjects must state in the Methods section that the research followed
guidelines of the Dedaration of Helsinki and Tokyo for humans, and was approved by the institutional
human experimentation committee or eguivalent, and that informed consent was obtained. The
Editors will reject papers if there is any doubt about the suitability of the animal or human procedures
used.
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Biodiversity rights - Each country has its own rights on its biodiversity. Consequently for studying
plants one needs to follow the international, national and institutional rules concerning the biodiversity
rights.
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More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement” (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manusoript together with a 'Journal Publishing Agreement’ form or a link to the online version
of this agreement.

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

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

Author rights
As an author you [or your employer or institution) hawve certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports respansible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

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

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which alkow authors to comply
with their funder’s open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open
Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription
« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.
« Mo open access publication fee payable by authors.
access
« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.
« An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access artickes, permitted third party (rejuse is defined by the following Creative Commaons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

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

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For mon-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they oredit the author{s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3500, exduding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://fwww.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
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access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically indudes author-inconporated changes suggested during

submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription
artidas, an appropriate amount of tims is neadad for journaks to dalivar valua to subscribing customars

before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-leaming platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Leam" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free bo use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Flease write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixbure of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

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

Additional information

Authors who want to submit 8 manuscript should consult and peruse carefully recent issues of the
journal for format and style. Authors must include the following contact details on the title page of
their submitted manuscript: full postal address; fax; e-mail. All manuscripts submitted are subject to
peer review. The minimum requirements for a manuscript to qualify for peer review are that it has
been prepared by strictly following the format and style of the journal as mentioned, that it is written
im good English, and that it is complete. Manuscripts that have not fulfilled these requirements will
be returned to the author(s).

In addition, you are recommended to adhere to the research standards described in the following
artides:

Cos P, Viietinck A.)., Berghe D.V., et al. (2006} Anti-infective potential of natural products: how to
dewelop a stronger in vitro ‘proof-of-concept’. Journal of Ethmopharmacology, 106: 290-302.

Matteucri, E., Giampietro, 0. (2008) Proposal open for discussion: defining agreed diagnostic
procedures in experimental diabetes research. Journal of Ethnopharmacology, 115: 163-172.

Froede, T.5A. and ¥.5. Medeiros, ¥.5. (2008) Animal models to test drugs with potential antidiabetic
activity. Jourmal of Ethnopharmacology 115: 173-183. Gertsch 1. (2009) How scientific is the
science in ethmopharmacology? Historical perspectives and epistemological problems. Joumnal of
Ethnopharmacology, 122: 177-183.

Chan K., et al. (2012) Good practice in reviewing and publishing studies on herbal medicine,
with special emphasis on traditional Chinese medicine and Chinese Materia Medica. Journal of
Ethnopharmacology 140: 469-475.

Heinrich, M., Edwards. 5., Moerman. D.E.. and Leonti. M. (2009), Ethnopharmacological field studies:
a critical assessment of their conceptual basis and methods. 1. Ethnopharmacol, 124: 1-17.

PREPARATION
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and to help readers wnderstand what the paper is about. More information and examples are
availlable. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptamce of their paper.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage

more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound dips, can be published with your
artide to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or Powerfoint files will appear as such onling). Please submit your material together with the artide
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not anmotate any comrections on a previous version. Please switch off the Track Changes' option
im Microsoft Office files as these will appear in the published version.

Research data

This journal emcourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References” section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and wsing research data and other relevant research matenals, visit the research data page.
Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositones a repository banner will automatically appear next to your published
artide on ScenceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFM).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (induding raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mandeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

¥ou have the option of converting any or all parts of your supplementary or additonal raw data into
one or multiple data articles, a mew kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatbed, indexed, given a DOI and publidy
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
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artide, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's styke.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.comfuse-citation-style/journal-of-ethnopharmacology

‘When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

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

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 199%; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be amanged first alphabetically and then further sorted dhronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the betters 'a’, "b", 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a jourmal publication:

Wan der Geer, J., Hanraads, J.A.)., Lupton, R.A., 2010. The art of wrting a scientific article. ). Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Ir., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your articke, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. {Eds.]), Intreduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancermesearchuk.org/
aboutcancer)statistics/cancerstatsreport/ (acoessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, 5., Saito, 5., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, vl. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Video

Elsevier accepts wideo material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a prefermred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, incuding ScienceDirect. Please supply
‘stills” with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video amd animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published articke.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
Sdencelirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
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Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to where
they are initially cited. It is also mandatory to upload separate graphic and table files as these will
be required if your manuscript is accepted for publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
M5 Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted articke, you submit
usahble color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online {e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illusbrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (ot on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relewant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using wvertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list {and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style
of the jourmal and should include a substitution of the publication date with "Unpublished results".
"Personal communication” will not be accepted as a reference. Citation of a reference as "in press"
implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discowerability of research and high guality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, joumnalfbook tites, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is encouraged.

A DOl can be used to cite and link to electronic articles where an artide is in-press and full citation
details are not yet kmown, but the article is available online. & DOl is guaranteed never to change,
50 you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a ctation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar 1.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001)8000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Data references

This journal ancourages you to cite undarlying or relavant datasats in your manuscript by citing tham
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version {where available}, year,
and global persistent identifier Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Muost Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndMote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
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Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

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

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

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., ¥/¥. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
maore conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that hawve to be displayed
separately from the text (if refemed to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Mumber them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
artide. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

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

# Embed the used fonts if the application provides that option.

# Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times Mew Roman, Symbal, or
use fonts that look similar.

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

# Use a logical naming convention for your artwark files.

# Provide captions to illustrations separately.

# Size the illustrations dose to the desired dimensions of the published version.

# Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

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

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please "Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and linefhalftone combinations given below):

EPFS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF {or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF {or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF {or JPEG): Combinations bitmapped linefhalf-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

# Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

# Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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» Author names and affiliations. Please dearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility indudes answering any future queries about
Methodolegy and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

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

Abstract

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

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological relevance, Aim
of the study , Materials and Methods, Reswits, and Conclusions.
Click here to see an example.

Graphical abstract

A graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the article in
a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the artide. Graphical abstracts should be
submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please provide an image
with a minimum of 531 = 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable
at a size of 5 = 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF
or M5 Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's [l lustration Services to ensure the best presentation of their images.
also in accordance with all technical requirements.

Keywaords

After having selected a classification in the submission system, authors must in the same step select
5 keywords. These keywords will help the Editors to categorize your article accurately and process it
more quickly. A list of the classifications and set keywords can be found here.

In addition, you can provide a maximum of & specific keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and”, "of"). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Flant names

In the Materials and Methods section there must be a separate heading for desoribing the material
used. That includes official name, local name, English name (if known), GPS position in case of
collection in the wild or cultdvation, a voucher specimen must be deposited in an official herbarium
for possible future comparison. In the text it should be stated that the plant name has been checked
with http://www.theplantlist.org mentioning the data of accessing that website.

In case of commercially procured material should mention the source, batch number, guality comtrol
data. Data on chemical characterization {metabolomics, chromatographic methods) should also be
presented, in case of known active compounds their guantitative analysis should be presented.

Acknowiledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the tide or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Anexos 156



Peer review

This journal operates a simgle blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scentific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
imfermatinm nn fypes nf peer review

Lise of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only ome grid for each
imdividual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The ebectronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

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

Article structure

Subdivision - numbered sections

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

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

Material and methods

Provide suffident details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directy
from a previously published method, use guotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the articke already dealt with in the
Intreduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

[Discussian

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

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

Glossary

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and eguations in

appendices should be given separate numbering: Eg. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A_1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information
# Tithe. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Awvoid
abbreviations and formulae where possible.
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accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Flease note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published articke on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTAMNCE

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to M5 Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor
‘Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directy type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including altermative methods to the online
version and PDF.

‘We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
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