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AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DOEXTRATOPADRONIZADO EM
PSORALENO E BERGAPTENOAPARTIR DE BROSIMUM GAUDICHAUDII
TRECUL.USANDO OS ESTAGIOS EMBRIO-LARVAIS DE ZEBRAFISH (Danio

rerio).

Hugo Santiago Francisco da Silval*, Gisele Augusto Rodrigues de Oliveira?, Lais de Brito

Rodrigues®, Mariana Cristina de Morais*, Edemilson Cardoso da Conceigdo®

RESUMO

Brosimum gaudichaudii Trécul. é uma planta da familia Moraceae, encontrada
frequentemente nos cerrados dos estados de Goias, Sdo Paulo e Mato Grosso, que contém
furanocumarinas, principalmente, psoraleno e bergapteno, responsaveis pela repigmentacdo da
pele, por isso, pode ser utilizada no tratamento de doencga cutdnea, como o vitiligo. Os
medicamentos fitoterapicos devem passar por estudos toxicolégicos com o intuito de
comprovar a seguranca desses medicamentos. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
toxicos agudos (letais e subletais) do extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de
B. gaudichaudii Trécul. sobre o desenvolvimento embrio-larval de zebrafish. Para tanto, foi
realizado o teste de toxicidade agudacom embriGes e larvas de zebrafish - Fish Embryo Toxicity
Test (OECD 236, 2013). Foram expostos 20 ovos em triplicata independentes, para cada
concentracdo do extrato e do controle negativo (dgua do sistema de manutencdo). O perfil de
toxicidade do extrato foi tempo-dependente e concentragdo-dependente e os efeitos subletais
observados foram: edema de pericardio, edema desaco vitelinico, falta de pigmentagao corporal
e inibicdo da eclosdo. Portanto, foi possivel concluir que o extrato é embriotoxico para
zebrafish, com efeitos letais significativos a partir da concentracdo 0,005 pg/mL em 72 horas

de exposicao, além de malformacGes relevantes durante todo o periodo de exposicao.

PALAVRAS CHAVE: Brosimum gaudichaudii, Métodos alternativos, Mortalidade,
Malformagdes.
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ABSTRACT

Brosimum gaudichaudii Trécul. is a plant of the Moraceae family, often found in the
savannahs of the states of Goias, Sdo Paulo and Mato Grosso, which contains furanocoumarins,
mainly psoralen and bergaptene, responsible for skin repigmentation, so it can be used in the
treatment of skin disease, like vitiligo. Herbal medicines must undergo toxicological studies in
order to prove the safety of these medicines. This studyaimed toevaluate the acute toxic effects
(lethal and sublethal) of the standardized extract in psoralen and bergaptene from B.
gaudichaudii Trécul. on the embryo-larval development of zebrafish. For this purpose, theacute
toxicity test was performed with embryos and zebrafish larvae - Fish Embryo Toxicity Test
(OECD 236, 2013). Twenty independent eggs were exposed in triplicate for each concentration
of the extract and negative control (water from the maintenance system). The toxicity profile
of the extract was time-dependent and concentration-dependent and the sublethal effects
observed were: pericardial edema, yolk sac edema, lack of body pigmentation and inhibition of
hatching. Therefore, it was possible to conclude that the extract is embryotoxic for zebrafish,
with significant lethal effects from the concentration 0.005 pg / mL in 72 hours of exposure, in
addition to relevant malformations throughout the period of exposure.

KEYWORDS: Brosimum gaudichaudii, Alternative methods, Mortality, Malformations.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais correspondem a pratica terapéutica mais antiga empregada pelo
homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos, ou seja, a utilizagdo delas na
prevencao e ou na cura de doengas ¢ um hébito que sempre existiu na historia da humanidade
(Moraes; Santana, 2001). Planta medicinal ¢ toda planta que administrada ao ser humano, por
qualquer via ou forma farmacéutica, pode proporcionar alguma acdo terapéutica. O tratamento
a base de plantas medicinais ¢ chamado de fitoterapia, e os fitoterapicos sao os medicamentos
produzidos a partir dessas plantas. Dessa forma, a fitoterapia € caracterizada pelo tratamento
com o uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacao de
principios ativos isolados (Lopes et al., 2008).

Nota-se que existe uma crescente utilizacao de fitoterapicos pela populacao brasileira.
Alguns fatores podem explicar este aumento, como: os avangos ocorridos na area cientifica,
que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e com eficacia
comprovada e a crescente tendéncia da busca, pela populagdo, por terapias menos agressivas,
com menor prego € menos efeitos adversos, destinadas ao atendimento primario a satde (Yunes,
2001). A comprovacdo da acdo terapéutica também favorece essa dinamica. Além disso,
registra-se a insatisfacdo da populagdo perante o sistema de saude oficial e também a
necessidade de controlar seu proprio corpo e recuperar sua saude, assumindo as praticas de
saude para si ou para sua familia (Tomazzoni, ef al., 2006).

Com o aumento da utilizagdo de fitoterapicos, as industrias farmacéuticas e os
laboratérios de pesquisa tém ampliado o desenvolvimento de produtos nesse seguimento,
gerando uma grande preocupacdo quanto a garantia de qualidade e seguranga desses produtos.
Para que essas empresas consigam comercializar um produto de origem vegetal, ¢ de suma
importancia realizar estudos que possam fornecer informagdes necessarias para a comprovacao
da sua estabilidade, eficicia e seguranca, garantindo aos Orgdos regulatorios, que ele ndo
apresente perigo ao grupo de interesse para sua utilizagdo (Migliato et al., 2006).

No Brasil, a legislagdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo modificaces nos
altimos 20 anos. A primeira legislacdo que regulamentou os fitoterapicos surgiu em 1967 e apds
1995 foram publicados cinco documentos que modificam o registro de fitoterapicos no Brasil,
sdo eles: Portaria SVS/MS n° 6, de 31 de janeiro de 1995; RDC n° 17, de 24 de fevereiro de
2000; RDC n° 48, de 16 de marco de 2004; RDC n° 14, de 31 de marco de 2010, e a RDC n°
26, de 13 de maio de 2014, atualmente em vigor (Oshiro et al., 2016). A Resolu¢édo de Diretoria
Colegiada (RDC) n° 26 foi aprovada no dia 13 de maio de 2014 e dispde sobre o registro de
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medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos.
Esta Resolucdo se aplica a produtos industrializados que se enquadram nas categorias de
medicamentos fitoterapicos (MF) e produtos tradicionais fitoterapicos (PTF).

Séo considerados MF os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constdncia de sua qualidade (Anvisa, 2014). Além disso, incluiu o
acompanhamento pds-registro dos fitoterapicos, evidenciando a necessidade de notificacdo no
sistema de farmacovigilancia, regulamentado pela RDCn°4, de 13 de maio de 2009, que trouxe
em seu escopo 0 Guia de Farmacovigilancia para Detentores de Registro de Medicamentos
(Oshiro et al., 2016).

Grande parte das plantas da flora brasileira com potencial terapéutico ainda permanece
ndo estudada e, desse modo, seus principios ativos, suas atividades farmacoldgicas e os dados
toxicoldgicos mantém-se desconhecidos. Esse fato causa grande preocupacdo, visto que as
intoxicacdes sdo casos de saude publica. (Bednarczuk, ef al. 2010). Ainda hoje muitas espécies
sdo utilizadas sem que haja estudos toxicoldgicos. Diante do conhecimento popular no qual a
planta, por apresentar origem natural, tem-se a ideia de que ndo causa riscos a saude, reforca
ainda mais a necessidade de informagdes quanto a seguranca desses produtos de origem vegetal.
(Bednarczuk, et al., 2010). Como varias espécies botanicas podem apresentar efeitos toxicos, a
determinacdo da toxicidade de medicamentos fitoterapicos faz-se necessaria para garantir a
seguranca do usuario (Lapa et al.,1983).

Os estudos toxicologicos apresentam como principal objetivo o prognostico dos
possiveis efeitos toxicos, que podem se manifestar quando ocorre a exposi¢do humana a uma
determinada substancia quimica, seja ela um medicamento, um praguicida, um agente quimico
um produto de origem vegetal, industrial ou outros (Stephens et al., 2001).

A Brosimum gaudichaudii Trécul. ¢ uma planta da familia Moraceae, encontrada
frequentemente nos cerrados dos estados de Goids, Sao Paulo e Mato Grosso, conhecida
popularmente por “mamica de cadela”, “mama-cadela” ou “algoddo” (Steiner et al., 2004; Koh
et al., 2015). Varias espécies do género Brosimum sao frequentemente encontradas na regiao
amazdnica, mas também podem ser encontradas em outros tipos de vegetacdo. A B
gaudichaudii Trécul. ¢ a unica espécie do género, comumente encontrada na vegetacao do
cerrado. Essa espécie tem sido muito utilizada na pesquisa e pela industria farmacéutica por
apresentar uma alta concentracdo de psoralenos na raiz, podendo representar at¢ 3% do peso
total (Palhares et al., 2007).

As raizes de B. gaudichaudii Trécul. ¢ a parte da planta mais utilizada para extracdo de
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compostos secundarios em relagdo as outras partes da planta, pois nesta parte do vegetal é que
estd a maior concentracdo das furanocumarinas lineares, o psoraleno (1) e o bergapteno (2)
(Pozetti, 2005). As furanocumarinas lineares pertencem a um subgrupo das cumarinas, com
estrutura basicamente constituida pela condensacao do anel furanico ao nticleo cumarinico e a
posi¢cao onde ocorre a condensacgdo determina se a furanocumarina ¢ angular ou linear (Ribeiro;
Kaplan, 2002). Essas furanocumarinas, principalmente, psoraleno (1) e bergapteno (2),
possuem capacidade fotossensibilizante, sendo responsaveis pelo efeito da repigmentacdo da

pele, fato que explica o seu emprego na medicina popular no combate ao vitiligo (Lourenco,
2001; Ledo et al., 2005).

FIGURA 1. Estrutura quimica das furanocumarinas. A figura (1) apresenta a estrutura quimica
do psoraleno e a figura (2) apresenta a estrutura quimica do bergapteno moléculas que possuem

capacidade fotossensibilizantes, sendo responsaveis pelo efeito de repigmentacdo da pele.

Fonte: Desenhadas no programa ChemDraw pelo proprio autor.

O vitiligo ¢ um achado dermatologico relativamente comum, observado desde a
Antiguidade. Apresenta-se como uma doenca cutinea adquirida, idiopatica, caracterizada por
maculas branco-nacaradas de diferentes formas e tamanhos, com tendéncia a aumentar
centrifugamente de tamanho, tornando o seu diagndstico fundamentalmente clinico. Essa
dermatose apresenta frequéncia variavel de 0,38% a 2,9% da populacdo mundial e se diversifica
conforme a regido estudada. A média de idade de inicio da doenca € em torno do 20 até 30 anos
e adultos e criangas dos dois géneros sdo igualmente afetados (Nunes et al., 2011).

Os principais fatores que desencadeiam o vitiligo sdo: deficiéncia nutricional, estresse
emocional, trauma, drogas de abuso, infecgdes, exposi¢do ao sol e a produtos quimicos, sepse
e toxinas. Todos eles sdo citados na historia natural da doenca, mas ¢ dificil definir precisamente
qual deles t€m o possivel papel preponderante na sua patogénese (Nunes et al., 2011).

Até o momento, ndo se tem a cura completa ou tratamento totalmente eficaz para as
areas onde ocorrem o desparecimento dos melandcitos, mas alguns métodos terapéuticos t€m
sido utilizados para reduzir progressivamente as areas despigmentadas, incluindo intervengoes

farmacologicas como, corticosteroides topicos e imunomoduladores, além de varias formas de
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fototerapia, sendo elas: ultravioleta A , ultravioleta B de banda estreita e larga (NB-UVB, BB-
UVB), psoraleno e UVA (PUVA), laser excimer e excimer monocromatico (MEL) e
procedimentos cirdrgicos, como enxerto, transplante de melanécitos, dermoabrasdo,
micropigmentacao (Whitton et al.,2015).

Os estagios embrio-larvais do zebrafish (Danio rerio) tém atraido a atengdo de
toxicologistas como organismos modelo para estudos da seguranca de substiancias quimicas
(Chen et al., 2014), devido a similaridade genética em torno de 70% com os humanos, o que
facilita a extrapolagdo de resultados (Howe et al., 2013). Além disso, outro motivo de destaque
do zebrafish nas pesquisas toxicologicas € que a atual legislagdo Europeia (EU Directive
2010/63/EU) sobre a protecdo de animais utilizados para fins cientificos considera que os
estagios iniciais do desenvolvimento do zebrafish ndo precisam de protecdo, uma vez que
embrides e larvas que ndo alcangaram a alimentagdo exdgena, ndo sdo considerados animais e,
portanto, ndo exigem regulamentacao (Directive, 2010/63/EU; Scholz et al., 2008).

A utilizagdo dos embrides de zebrafish ¢ uma forma alternativa ao uso dos peixes
adultos em testes de toxicidade, isso proporciona o beneficio de reduzir o conflito ético de
causar sofrimento aos animais, além das vantagens de se utilizar um organismo que possuem
respostas mais sensiveis e rapidas quando comparadas com os peixes adultos (Nagel, 2002). O
zebraifsh ¢ um modelo que correlaciona as caracteristicas dos testes in vitro com as vantagens
dos testes in vivo, ja que possui uma maior praticidade, menor custo e resultados mais rapidos,
que sdo condizentes com os testes in vitro, mas com a complexidade de um organismo inteiro,
que possui metabolismo proprio e correlagdao entre diferentes células e tecidos, sendo possivel
avaliar toxicidade no desenvolvimento embrionario (Truong et al., 2011), tornando-o um
modelo alternativo a experimentagcdo animal.

Algumas outras caracteristicas t€ém contribuido para a popularidade do zebrafish entre a
comunidade cientifica internacional como modelo experimental, s3o elas: o tamanho pequeno,
a facilidade de manuten¢do em laboratério e de produgdao de grande nimero de embrides, que
se desenvolvem fora do Utero materno; a transparéncia dos ovos e larvas, que possibilita
acompanhar o desenvolvimento do peixe e observar a presenga de malformacdes (Scholz et al.,
2008) e o genoma completamente sequenciado (Howe et al., 2013). Todas essas caracteristicas
fornecem uma posi¢do privilegiada do zebrafish na avaliagio da eficacia e seguranca de
medicamentos.

Neste contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos agudos (letais e
subletais) do extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul.

sobre o desenvolvimento embrio-larval de zebrafish, como parte de uma triagem toxicologica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os ensaios foram conduzidos com o extrato de B. gaudichauii como descrito a seguir.

2.1.1 Composto-teste:

O extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir da planta de B. gaudichaudii
Trécul, seguindo a 5* edigdo da farmacopeia brasileira, foi gentilmente fornecido pelo prof. Dr.
Edemilson Cardoso da Conceicdo do Laboratorio de Pesquisa Desenvolvimento e Inovagdo -
LPD&I da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias (FF/UFQG). A planta foi
coletada na cidade Jussara, Goids, Brasil. A espécie foi devidamente identificada e o seu
voucher foi depositado no Herbério da UFG com o numero de inscrigdo 45.517. O extrato foi
extraido por meio de percolagdo das raizes de B. gaudichauii, que foram pulverizadas e
adicionadas a uma solu¢do hidroalcoolica a 55%. O processo de percolacdo ocorreu repetidas
vezes de maneira a esgotar todo o conteudo de psoraleno e bergapteno existente. O produto da

extra¢do foi concentrado, utilizando ventoinhas de modo evaporar todo o solvente.

2.1.2 Preparo das solugdes:

Todas as solugdes estoques do extrato de B. gaudichauii foram preparadas com agua
deionizada e as solugdes de uso foram preparadas com 4gua do sistema de manutencdo dos
peixes adultos no momento da realizagdo dos testes.

2.2 Método

2.2.1 Ensaio de toxicidade aguda com embribes e larvas de zebrafish

Os peixes adultos machos e fémeas de zebrafish (comité de ética aprovado- Protocolo
UFG No. 102/14) foram mantidos em um sistema de recirculacdo de dgua Hydrus (Alesco,
Brasil). A 4gua que preenche os aquarios € obtida por um sistema de osmose reversa e, que
passa por varios niveis de filtracdo, desde filtros fisicos, de carbono ativado (quimico) até filtro
biologico (bioballs e ceramica) e, por ultimo, € esterilizada por luz UV. Os parametros de
qualidade da dgua como pH (7,2 +0,2), condutividade (0,8+ 0,2 mS) e temperatura (26 + 1°C)
foram regulados automaticamente pelo sistema. Osniveis de amdnia e nitrito foram avaliados
quinzenalmente através de kits (Labcom Test). Os peixes foram mantidos em ciclo claro/escuro
de 12:12h ¢ alimentados com rag¢do comercial (ColorBits®) e organismo vivo Artemia salina.

Para aquisicdo dos ovos, no dia anterior a desova, peixes machos e fémeas na proporcao
de 2:1, foram colocados para acasalar na presenca de bolas de vidro, como forma de protecao
para que os peixes adultos ndo se alimentassem do proprio ovo. O acasalamento foi iniciado

apos a iluminagdo subita do aquario na manha seguinte e apos 30 minutos da desova, os ovos
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foram coletados e analisados em estereomicroscopio (STMPRO-T, Bel Photonics do Brasil
LTDA), descartando-se os ovos nao fertilizados e fazendo a selecdo dos que alcangaram o
estagio de blastula.

O teste de toxicidade com embrides e larvas de zebrafish foi realizado de acordo com a
OECD 236 (2013) - Fish Embryo Acute Toxicity (FET) test. Em placas de 24 pogos, foram
distribuidos um embrido por pogo, expostos a 2 mL de cada concentragdo do extrato
padronizado e dos controles negativo (dgua do sistema de manutencdo) por 96 horas. Os
experimentos foram realizados em triplicata e cada réplica foi constituida por 24 embrides para
o controle negativo (CN) e 20 embrides para cada concentragdo do extrato padronizado, com 4
embrides para o controle interno da placa. Os embrides foram expostos a 5 concentragdes do
extrato (0,044 pg/mL, 0,022 pg/mL, 0,011 ug/mL, 0,005 ug/mL, 0,002 ug/mL), determinadas
com base no seu limite de solubilidade em agua e grau de viscosidade.

A maior concentracdo testada foi 1000 vezes inferior a concentragdo usada na
formulacdo do medicamento para o tratamento do vitiligo, que ¢ de 44 pug/mL, em cada
comprimido. As placas foram incubadas em estufa a 26 £+ 1°C com fotoperiodo de 12:12-h
claro/escuro. As andlises dos parametros letais e subletais foram realizadas em 24, 48, 72, 96
horas de pés-fertilizacdo (hpf) com auxilio de um estereomicroscopio (Carl Zeiss Stemi 2000-
C).

A mortalidade foi identificada por coagulagdo dos embrides, irregularidades na formacao
dos somitos, a incapacidade de eclosdo e perda de batimentos cardiacos. Ja os indicadores de
subletalidade incluiram, as malformagdes de embrides e larvas definidas por alteragdes no saco
vitelinico defeitos na inflagdo da bexiga natatdria, edemas no pericardico e no saco vitelino,
deformagdes esqueléticas e irregularidade no desenvolvimento da pigmentagdo. Imagens dos
embrides ¢ larvas de zebrafish em diferentes tempos de pds-fertilizagdo foram capturadas por
uma camera digital acoplada ao estereomicroscopio (Carl Zeiss Stemi 2000-C). Durante o
periodo avaliado foi feito a distingdo entre a evolugao normal e anormal dos embrides e larvas
como descrita por Kimmel e colaboradores (1995) e Nagel (2002).

Os resultados foram estatisticamente avaliados por ANOVA e pelo teste de Dunnett
(a=0,05), utilizando o software GraphPad Prism 5.0® (version 5.0, GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Os valores de concentragdo letal média (CLs0) e concentragao efetiva média
(CEso) foram calculados utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (version 5.0, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta os efeitos letais induzidos pelo extrato padronizado em psoraleno
e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul. sobre embrides e larvas de zebrafish durante

96 h de exposicao.

FIGURA 2. Taxa de mortalidade dos embrides e das larvas de zebrafish expostos a diferentes
concentragdes do extrato padronizado de B. gaudichaudii durante 96 horas de exposi¢cdo. Os

resultados sdo expressos como média de trés repeticdes e desvio padrao.
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Como pode ser observado, o extrato avaliado apresentou mortalidade significante a
partir da concentragdo 0,005 pg/mL em 72 horas de exposi¢do. A maior concentragdo testada
(0,044 pg/mL) causou 100% de mortalidade dos organismos expostos, a partir de 24h de
exposicdo. O efeito letal induzido pelo extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir
deB. gaudichaudii Trécul. foi concentracdo-dependente, havendo um aumento daporcentagem
damortalidade a medida que se tem um aumento da concentracao, exceto na concentragdo 0,011
ug/mL em 72h, jd que comparado a concentracdo inferior (0,005 pg/mL) houve reducdo da
mortalidade.

O efeito letal também se apresentou de forma tempo-dependente, ou seja, a medida que
se aumenta o tempo de exposicdo ao extrato, tem-se um aumento da mortalidade significante
dos embrides e larvas de zebrafish. Além disso, é possivel observar que apds 96 horas de
exposicdo ndo ha qualquer sobrevivéncia dos organismos expostos a partir da 0,005 pg/mL.
Este fato e confirmado com valores de CLso do extrato padronizado em psoraleno e bergapteno
a partir de B. gaudichaudii Trécul. durante 96 horas de exposi¢do dos embrides e das larvas de
zebrafish (Tabela 1).
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TABELAI. Concentracdo letal média (CLso) e os respectivos intervalos de confianga (IC)
apos 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do dos embrides e das larvas de zebrafish ao extrato

padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul.

Extrato padronizado de

. 0,010 0,007 0,002
Brosimum gaudichaudii _
(0,006-0,017) | (0,003-0,015) [ (0,001 —0,005)

Trécul.

(-) Nao foi possivel determinar a CL50-96h porque todos os embrides ou larvas estavam mortos.

A Tabela 11 apresenta alguns efeitos subletais (malformagdes) induzidos pelo extrato
padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul. sobre embrides e

larvas de zebrafish durante 96 hpf.

TABELA II. Concentragao de efeito média (CEso) e os respectivos intervalos de confianga

(IC) apo6s 24, 48, 72 ¢ 96 horas de exposicao dos embrides e larvas de zebrafish ao extrato

padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul.

# 4 0,007
Inibigdo da Eclosao (0,001 —0,034) B
0,0006 0,0005 0,002
Edema de pericardio
(0,0001- 0,02) | (0,0001- 0,03) | (0,0004 - 0,015) -
Edema de saco 0,0006 0,016 0,003
vitelinico (0,0001- 0,02) | (0,002 - 0,10) | (0,0005 - 0,03) -
Auséncia de 0,0004 0,0009 0,002
pigmentacdo do corpo | (0,0004 - 0,04) | (0,0004 - 0,02) | (0,0004 - 0,01) -
Auséncia de 0,27 0,26 0,032
pigmentacao do olho (0,03 -2,6) (0,03-2,3) (0,006 - 0,16) -
0,57 0,57 0,02 _
Acumulo de hemacias
(0,007- 49,10) | (0,007 - 49,10) | (0,005 - 0,12)

(-) Néo foi possivel determinar a CEso-96h porque todos os embrides ou larvas estavam mortos.

(#) Nao ha eclosdes durante esse periodo, a menos que essas eclosdes estejam adiantas.
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O extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul
ocasionou efeitos subletais em embribes e larvas de zebrafish, que incluem: edema de pericardio
(CEso-72h = 0,002ug/mL), edema de saco vitelinico (CEse-72h = 0,003ug/mL), falta de
pigmentacgdo corporal (CEso-72h = 0,002ug/mL) e inibicdo da taxa de eclosdo com valor de
CEso-72h de 0,007pg/mL (0,001 — 0,034). A maioria dos efeitos subletais foram tempo-
dependente com excecdo dos edemas de pericardio e saco vitelinico e pigmentacdo do corpo,
que podem ter sido minimizados com o aumento do tempo de exposicdo (edemas) ou estar
relacionado a um atraso no desenvolvimento do organismo, como no caso da pigmentacao

corporal. Esses efeitos podem ser observados na Figura 3.

FIGURA 3. Malformagdes em embrides e larvas de zebrafish apds 24, 48 e 72 horas de
exposicdo ao extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii Trécul
e seus respectivos controles negativos (CN). 1=embrido exposto ao controle negativo apos 24h,
2= embrido exposto ao controle negativo apds 48h, 3= larva exposta ao controle negativo apos
72h, 4= larva exposta ao controle negativo apds 92h, A= embrido exposto a 0,011 pg/mL do
extrato apos 24h, B = embrido exposto a 0,011 pg/mL do extrato apds 48h, C e D = embrido
exposto a 0,011 pg/mL do extrato apos 72h, sem eclodir. Efeitos indicados pela seta vermelha:
P = inibi¢do pigmentacdo do corpo; EP = edema de pericardio; ES = edema de saco vitelinico;

C = nao desprendimento da cauda.
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O desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos e o emprego de novos produtos
terapéuticos originarios de plantas tém alcangado estudos que englobam desde conhecimentos
culturais até pesquisas cientificas, com o intuito de que seja corretamente identificada e
caracterizada a natureza dos principios ativos (Migliato ef al., 2006).
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Cunha et al., (2008), avaliaram a toxicidade aguda do extrato de raizes de B.
gaudichaudii Trécul. em camundongos e determinaram a dose letal aproximada e a dose letal
mediana. Os autores observaram que a administragdo oral do extrato da raiz de B. gaudichaudii
Trécul. induziu animais a morte, proporcionalmente as doses que foram administradas. A dose
letal pela exposicao de via oral aproximada foi de 3750 mg/kg e, por via intraperitoneal de 2900
mg/kg. Foram determinados logaritmos e probits para cada dose, com o objetivo de calcular a
dose letal mediana (DLso), que resultou em 3517,54 mg/kg (IC 95% 3094,25 - 3998,74 mg/kg).
Por via intraperitoneal, a DLso foi calculada pelo mesmo procedimento, produzindo um valor
de 2871,76 mg/kg (IC 95% 2389,69 - 3451,07 mg/kg). As mortes ocorreram do periodo de 24
horas até 5 dias apos a administragdo. As doses mais altas levaram a letalidade em um periodo
muito menor de tempo.

Até o momento, esse € 0 Unico estudo de efeitos agudos do extrato de B. gaudichaudii
Trécul. disponivel na literatura, demonstrando sua baixa toxicidade para camundongos apés
exposicdo por via oral, visto que os valores de DLso, bem como de dose letal aproximada
(ALD), séo superiores a 2000 mg/kg. De acordo com as regras estabelecidas pela ANVISA -
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Brasil, 2004), e pela Organizacdo para Cooperacao
e Desenvolvimento Econémico (OCDE, 1999), valor de DLso acima de 2000 mg/kg classifica
o produto como sendo de baixa toxicidade aguda e dificilmente seria terapeuticamente (til
acima dessa dose.

No presente trabalho, foi avaliada a toxicidade aguda do extrato padronizado de B.
gaudichaudii Trécul usando embrides e larvas de zebrafish expostos a uma faixa de
concentragéo (0,002 — 0,044 pg/mL) cerca de 20.000 a 1.000 vezes inferior a concentracao
eficaz do extrato no tratamento da doenca de pele vitiligo (44 pg/mL). Ao contrario do estudo
de Cunha et al. (2008), o extrato padronizado de B. gaudichaudii Trécul foi muito téxico para
zebrafish, com efeitos toxicos letais significativos a partir de 0,05 pg/mL em 72 h de exposicao,
ou seja, em uma concentracdo 880 vezes menor que a sua concentracao terapéutica. Além disso,
alguns efeitos subletais também foram observados nas primeiras 24h de exposi¢cdo, como edema
de pericardio e saco vitelinico. E, apesar do extrato de B. gaudichaudii Trécul ser empregado
para promover a repigmentacdo da pele, nesse estudo ele inibiu significativamente a
pigmentacdo do corpo dos embrides e larvas de zebrafish a partir de 24 h de exposicdo com
valores de CEsp < 0,002 pg/mL.

Os psoralenos sdo furocumarinas encontrados em muitas especies de plantas. Essas
substancias quando estimuladas pela radiacdo ultra violeta (UV) sdo capazes de iniciar reagdes

fotoquimicas na pele, pela ligacdo com bases pirimidinicas do DNA das células. A reacdo dos
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psoralenos com o DNA das células comeca por um processo de intercalagdo do composto
quimico entre as bases do DNA. Na auséncia de luz, nenhuma ligacdo covalente é formada
(Quintéo, 2018).

Fotoquimioterapia juntamente com 0s componentes psoralénicos mais exposicdo a
radiacdo ultravioleta a (320-400nm) é denominadade PUV A terapia. Os psoralenos por sua vez
sdo formados pela juncdo de um conjunto de hidrocarbonetos triciclicos com benzopireno
(Steiner et al., 2004).

Os embrides e larvas de zebrafish ndo foram expostos a radiacdo ultra violeta, as placas
foram incubadas em estufaa 26 + 1°C com fotoperiodo de 12:12-h claro/escuro, entretanto a
estufa possuia lampadas de LED, que segundo Luz, et al., (2015), esse tipo de lampadas ndo
emitem radiacdo UV e raios infravermelhos.

Esses fatores podem ter influenciado na inibicdo da pigmentacdo corporal e dos olhos
dos embrides e larvas de zebrafish dois efeitos subletais observados no presente estudo. Ainda
ndo h4 estudos na literatura que nos permite comprovar a hipotese de que a falta da exposicéo
aradiacdo UV a (320-400nm), possa ter causado esse efeito de inibicdo da pigmentacéo.

Rezende e Soccol (2015) apresenta o zebrafish como um organismo modelo para
estudos de toxicidade, uma vez que a sua embriogénese ja é bem descrita e definidaem sete
estagios bem claros: a fase de zigoto, clivagem, blastula, géstrula, segmentacdo, faringula, e
eclosdo da larva, sendo estas fases compreendidas entre as primeiras 72 horas pés-fertilizacéo
(hpf). Ao final da embriogénese, tem-se uma larva com morfogénese praticamente completa,
livre nadante e que exibe visiveis movimentos oculares, da mandibula e nadadeiras. Como
citado anteriormente, experimentos com embrides séo considerados uma alternativa ao uso de
animais na experimentacao cientifica (Fleming, 2007). Ao contrario dos métodos que utilizam
linhagem celular (Schirmer, 2006), o modelo de embrides oferece um sistema multicelular
complexo que integra a interacdo de varios tecidos e processos de diferenciacdo (Scholz et al.,
2008).

Assim sendo, é extremamente importante que o desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de plantas sejam acompanhados por testes de avaliagdo da seguranca.
Baseado nisso, faz-se necessaria a implementacdo dos estudos toxicologicos com todas as
espécies vegetais (Migliato et al., 2006). O estagio embrio-larval do zebrafish (D. rerio) pode
ser utilizado como modelo experimental para andlise e selecdo de compostos candidatos a
farmacos, devido as caracteristicas vantajosas da sua utilizacdo em ensaios de avaliagdo da

toxicidade, ja citadas nesse estudo, além da similaridade genética (homologia de 70%), do
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compartilhnamento elevado de neurotransmissores e das vias de estresse com seres humanos
(Howe et al., 2013).

A larva de zebrafish com 96 hpf j& apresenta a maioria dos érgdos desenvolvidos,
inclusive o sistema nervoso. Ademais, para realizacdo dos testes com o estagio embrio-larval
de zebrafish é necessaria pequena quantidade de amostra, uma vez que as larvas sao capazes de
sobreviver em placas de 24 pocos, como foi realizado esse trabalho. Essas caracteristicas
possibilitam a avaliacdo da embriotoxicidade, uma vez que é possivel observar malformacoes
durante todo o desenvolvimento do embrido exposto a substancias quimicas e ndo apenas
avaliar a mortalidade.

O extrato padronizado em psoraleno e bergapteno obtido a partir de B. gaudichaudii
Trécul. apresentou baixa solubilidade em &gua, por esse motivo fez-se necessario a
determinacdo de uma faixa de concentracdo bem inferior a concentracdo terapéutica (uma
primeira diluicdo de 1000 vezes da concentracgdo inicial do extrato de 44 pg/mL) para que fosse
possivel realizar a exposicdo dos embriGes de zebrafish. A forte coloracdo vermelha escura e
viscosidade do extrato também dificultaram a observacdo dos efeitos subletais sobre esse
modelo, uma vez que a anélise das malformaces € visual em virtude datransparéncia do cérion
e corpo do embrido de zebrafish. Portanto, para confirmar a toxicidade desse composto €
necessario realizar outros estudos de toxicidade com base nesses resultados obtidos para o

estagio embrio-larval de zebrafish.

4. CONCLUSAO

Esses dados permitiram concluir que o extrato B. gaudichaudii Trécul padronizado em
psoraleno e bergapteno é embriotoxico para zebrafish, com efeitos letais significativos a partir
da concentracdo 0,005 pg/mL em 72 horas de exposicdo, alem de malformacbes relevantes
durante todo o periodo de exposicdo. Apesar de algumas limitacdes do teste relacionadas a
caracteristica do extrato padronizado em psoraleno e bergapteno a partir de B. gaudichaudii
Trécul., a aplicacdo do bioensaio com embribes e larvas de zebrafish apresenta um carater
inovador na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias, pela implementacao de
um método alternativo a experimentacdo animal na avaliacdo da toxicidade de um composto
proveniente da biodiversidade brasileira.

Vale ressaltar também que o0s estagios iniciais de desenvolvimento do zebrafish
apresentam alta correlacdo com o teste de toxicidade aguda com peixes adultos e semelhanca
genética com humanos, o que facilita a extrapolacdo de resultados. Sendo assim, os resultados

obtidos nesse trabalho poderao ser utilizados como base para outros estudos de toxicidade antes
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da aplicacdo desse extrato no tratamento de doengas cutdneas com necessidade de

repigmentacao.
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Goiania, 08 de dezembro de 2014.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO PROTOCOLO
N. 102/14.

| - Finalidade do projeto de pesquisa: Iniciacdo Cientifica (IC) e Dissertacdo de mestrado.

Il - Identificacéo:

| Titulo do projeto: Avalia¢do ecotoxicoldgica e toxicogenética de contaminantes emergentes presentes em
sistemas hidricos.

. Pesquisador Responsavel/ Unidade: Gisele Augusto Rodrigues de Oliveira.

| Pesquisadores Participantes: Aline Rangel Silva Aradjo (IC) e Lara Barroso Brito (Dissertacao).

' Unidade onde serd realizado: Faculdade de Farmacia/UFG.

. Data de apresentacdo a CEUA: 06/11/2014.

Il - Objetivos e justificativa do projeto: Esse trabalho propde avaliar 0os impactos ambientais e para satde
humana, provocados pela presenga de contaminantes emergentes (fArmacos, praguicidas e corantes téxteis) em
sistemas hidricos, empregando ensaios ecotoxicologicos e toxicogenéticos com ceélulas HepG2 (células
derivadas de um hepatoblastoma) e embrides/larvas de zebrafish (Danio rerio).

IV - Sumario do projeto:

] Discussdo sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do niamero de animais: A
avaliacdo da toxicidade de contaminantes emergentes pode ser realizada com culturas celulares e bactérias
como metodo alternativo a experimentacdo animal. Células HepG2, provenientes de hepatoblastoma humano
serdo utilizadas nesse projeto para avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade desses contaminantes,
entretanto os testes in vitro sdo limitados pelo tempo de exposi¢do (maximo de 72 horas). Esse projeto também
propbe o ensaio de mutagenicidade com Salmonella/microssoma, que se limita a avaliagdo de apenas um
endpoint de toxicidade, que é a mutagenicidade em bactéria Salmonella typhimurium. Assim, para ampliar 0s
endpoints avaliados, ou seja, analisar os efeitos letais (mortalidade), subletais (malformacGes) e genotdxicos
(danos ao DNA), assim como aumentar o tempo de exposi¢do aos contaminantes simulando uma exposi¢éo
subcrdnica, esse projeto pretende utilizar embrides e larvas de zebrafish. O ensaio de toxicidade com embrifes
de zebrafish € uma metodologia que permite a reducao ou substituicdo do uso de animais adultos na avaliacao
da ecotoxicidade.

| Descricdo do animal utilizado (numero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc): Serdo utilizados 60 animais
adultos de zebrafish (Danio rerio), com idade entre 3 e 6 meses, que serdo mantidos em 4 tanques de 15 litros
com cerca de 15 peixes cada, 0s quais serdo monitorados e mantidos em quarentena. Os peixes serdo cedidos
pelo Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UnB.

. Espécie e numero total de animais utilizados: 60 Peixes Danio rerio (40 machos e 20 fémeas)
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. Descricdo das instalacGes utilizadas e numero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacéo/hidratacdo: Os peixes adultos serdo alocados em 4 aquéarios de 15L
em uma sala de manutencdo e reproducdo, protegida de luminosidade, correntes de ar e ruidos, vibragao
externa, com fotoperiodo e temperatura controlada. Os pardmetros da agua como temperatura, pH,
condutividade, dureza, oxigénio dissolvido e dosagem de amonia e nitrito serdo monitorados periodicamente.
Os peixes serdo alimentados 2 vezes ao diacom ragdo comercial para a espécie Danio rerio. Na semana anterior
a reproducéo, os peixes receberdo alimento vivo (Artemia salina) a fim de aumentar a viabilidade dos ovos e
como forma de recompensa ao acasalamento. Para aquisicdo dos ovos, no dia anterior a desova, peixes na
propor¢édo de 2 machos para 1 fémea serdo colocados para acasalar na presenca de plantas artificiais e bolas de
vidro. Esses peixes serdo distribuidos em 3 tanques de 10 litros, com 6 peixes machos e 3 fémeas, por tanque,
totalizando 9 peixes em cada aquario, com o intuito de obter pelo menos 200 ovos por reproducédo. Cerca de
30 minutos ap6s a desova 0s ovos serdo coletados e analisados para o descarte dos ovos nédo fertilizados e
selecdo daqueles que alcancaram o estagio de blastula. Os ensaios para avaliagdo dos endpoints letais, subletais
e genotoxicos serdo realizados em triplicata para cada substancia- teste (um antibi6tico, um herbicida a base de
glifosato e um azo corante), sendo necessarios grupos de peixes distintos para cada reproducéo e fémeas com
pelo menos uma semana de intervalo entre as reproducgdes. De acordo coma OECD, por réplica, serdo expostos
168 ovos de zebrafish distribuidos em placas de 24 pocos, sendo testadas cinco concentracdes de cada
contaminante emergente, um controle negativo, um controle interno das placas e um controle positivo, sendo
necessario ao todo cerca de 2000 ovos gerados em cerca de 10 acasalamentos distintos. As placas com 0s ovos
serdo colocadas em incubadora BOD e o desenvolvimento embrionario-larval seré analisado com 4, 24, 48, 72
e 96 horas de pos- fertilizacdo, podendo se estender até 30 dias. Apos finalizar a avaliacdo dos endpoints de
subletalidade, embrides e larvas de zebrafish serdo sacrificados por crioanestesia, ou seja, a anestesia por
resfriamento intenso, aceita como um dos métodos para a eutanasia de zebrafish, de acordo com Guideline for
Use of Zebrafish in the NIH (2009). Os ensaios toxicogenéticos in vitro serdo realizados com células
provenientes de um hepatoblastoma primario (HepG2).

. Utilizagdo de agente infeccioso/gravidade da infeccdo a ser observada e analise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: N&o se aplica a utilizacdo de agente infeccioso. Os riscos do referido trabalho se
referem a falhas na manipulacdo dos equipamentos durante o periodo experimental. No entanto, os
pesquisadores que atuardo na criagdo, manutencdo, reproducdo e analise dos embries serdo devidamente
treinados para exercerem suas atividades.

. Adequacéo da metodologia e considerac6es sobre o sofrimento imposto aos animais: A metodologia
esta bem clara e devidamente detalhada, sendo tomadas todas as medidas mitigadoras para minimizar o
sofrimento dos animais.

| Meétodo de eutanasia: N&o se aplica.

. Destino do animal: N&o é descrito o destino dos animais adultos utilizados como reprodutores.

IV — Comentarios do relator frente as orientacdes da CEUA:
. Quanto a documentos: Foram apresentados todos os documentos solicitados pela CEUA.
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' Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Os procedimentos de criacdo,
manutencdo e cuidados com os animais mimetizam o ambiente natural da espécie e garantem seu bem-
estar. Os riscos desta pesquisa estdo relacionados a falhas na manipulacdo de equipamentos, sendo
minimizados com treinamento apropriado de toda a equipe.

V - Parecer da CEUA:
Informamos que a Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goias,

apos andlise das adequacgdes solicitadas APROVOU o pedido de emenda de prorrogag¢do do praz do
projeto acima referido, e o mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. O
pesquisador responsavel deverd encaminhar a CEUA/UFG, relatorios da pesquisa, encerramento,
conclusao(des) e publicacao(des) de acordo com as recomendagdes da Resolugao n. 01, da Lei
11.794/08.

Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsavel devera encaminhar a CEUA-PRPPG-UFG o Relatorio Final baseado na conclusao do
estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794
de 08/10/2008, e Resolugcdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do Relatorio ¢ de at¢ 30 dias apos o
encerramento da pesquisa, prevista para conclusao em 30/03/2018.

VI - Data da reunido: 08/12/2014

)

A (7/‘}" ¢ /)t WD

Vice coordenadora da CEUA/PRPI/UFG
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ANEXOIII
DIRETRIZPARA AUTORES- Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas-USP
Instrucdes para apresentacao dos trabalhos
1. Estrutura dos originais
1.1. Cabecalho: constituido por:
- Titulo do trabalho: deve ser breve e indicativo da exata finalidade do trabalho.

- Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicdo(des) a(s) qual(is) pertence(m) mediante
numeros. O autor para correspondéncia deve ser identificado com asterisco, fornecendo o
endereco completo, incluindo o eletrdnico. Estas informacGes devem constar em notas de
rodape.

1.2 Resumo (em portugués): deve apresentar a condensacdo do contetdo, expondo
metodologia, resultados e conclusbes, ndo excedendo 200 palavras. Os membros da Comissao
poderéo auxiliar autores que ndo séo fluentes em portugués.

1.3 Unitermos: devem representar o contetdo do artigo, evitando-se os de natureza genérica e
observando o limite maximo de 6(seis) unitermos.

1.4 Introducéo: deve estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua relacdo com outros
trabalhos no mesmo campo. Extensas revisdes de literatura devem ser substituidas por
referéncias aos trabalhos bibliograficos mais recentes, onde tais revisdes tenham sido
apresentadas.

1.5 Material e Meétodos: a descricdo dos métodos usados deve ser breve, porém
suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreensdo e repeticdo do trabalho.
Processos e Técnicas ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados,
devem ser apenas referidos por citagdo. Estudos em humanos devem fazer referéncia a
aprovacdo do Comité de Etica correspondente.

1.6 Resultados e Discussdo: deverdo ser acompanhados de tabelas e material ilustrativo
adequado, devendo se restringir ao significado dos dados obtidos e resultados alcangados. E
facultativa a apresentacéo desses itens em separado.

1.7 Conclus6es: Quando pertinentes, devem ser fundamentadas no texto.

1.8 Resumo em inglés (ABSTRACT): deveacompanhar o conteddo doresumo em portugués.

1.9 Unitermos em inglés: devem acompanhar os unitermos em portugués.
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1.10 Agradecimentos: devem constar de paragrafos, a parte, antecedendo as referéncias
bibliograficas.

1.11 Referéncias: devem ser organizadas de acordo com as normas da ABNT NBR-6023,
ordenadas alfabeticamente no fim do artigo incluindo os nomes de todos os autores.

A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores.
2. Apresentacao dos originais

Os trabalhos devem ser apresentados em lauda padrdo (de 30 a 36 linhas com espaco duplo).
Utilizar Programa Word for Windows. Os autores devem encaminhar o trabalho acompanhado
de carta assinada pelo autor de correspondéncia, que se responsabilizara pela transferéncia dos
direitos a RBCF.

3. Informagdes adicionais

3.1 Citacéao bibliografica: As citacdes bibliograficas devem ser apresentadas no texto pelo(s)
nome(s) do(s) autor(es), com apenas a inicial em maiusculo e seguida do ano de publicacdo. No
caso de haver mais de trés autores, citar o primeiro e acrescentar a expressdo et al. (em italico)

3.2 llustracgdes: As ilustractes (graficos, tabelas, formulas quimicas, equacbes, mapas, figuras,
fotografias, etc) devem ser incluidas no texto, 0 mais proximo possivel das respectivas citacoes.
Mapas, figuras e fotografias devem ser, também, apresentados em arquivos separados e
reproduzidas em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para tracos) com extensao tif. e/ou bmp. No
caso de ndo ser possivel a entrega do arquivo eletrnico das figuras, os originais devem ser
enviados em papel vegetal ou impressora a laser.

Ilustragdes coloridas somente serdo publicadas mediante pagamento pelos autores.

As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em algarismos romanos e as figuras em
algarismos arabicos, seguidos do titulo. As palavras TABELA e FIGURA devem aparecer em
mailsculas na apresentacdo no texto e na citagdo com apenas a inicial em maiusculo.

3.3 Nomenclatura: pesos, medidas, nomes de plantas, animais e substancias quimicas devem
estar de acordo com as regras internacionais de nomenclatura. A grafia dos nomes de farmacos
deve seguir, no caso de artigos nacionais, as Denomina¢bes Comuns Brasileiras (DCB) em
vigor, podendo ser mencionados uma vez (entre parénteses, com inicial maiuscula) os
registrados.

Os trabalhos devem ser remetidos por correio eletrdnico, anexando a mensagem 0S arquivos
correspondentes.

E-mail: rbcf@edu.usp.br

Diretriz para autores: http://www.revistas.usp.br/rbcf/about/submissions
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