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RESUMO

A distrofia Muscular de Duchenne € o tipo mais comum e mais grave das distrofias
musculares, relacionada a alteragdo genética e auséncia da proteina distrofina, que promove
um efeito progressivo e rapido na degeneracdo muscular. Os corticosteroides sdo os farmacos
mais utilizados no tratamento dessa patologia, se mostrando eficientes na redu¢do da sua
progressao, porém sdo apontados varios efeitos adversos associados a essa terapéutica. Assim,
terapias com menor toxicidade, especialmente derivadas de plantas medicinais, tém sido
testadas para promover melhora do quadro clinico e da qualidade de vida dos pacientes.
Devido ao potencial antioxidante e anti-inflamatorio da espécie Miconia ferruginata
demostrado em testes in vitro, o objetivo desta pesquisa foi avaliar, in vivo, a toxicidade
aguda e os efeitos anti-inflamatdrios do extrato aquoso das folhas de M. ferruginata, em
modelo animal da distrofia de Duchenne. Para isso, os camundongos mdx foram tratados por
via intraperitoneal com as doses de 50, 100, 200, 300 e 2000 mg/kg do extrato aquoso da
planta, segundo protocolo de toxicidade aguda em dose Unica, e mantidos em observagao por
14 dias. Por meio do screning hipocratico e avaliagdo de consumo de agua, alimento e peso
corporal foram determinados fatores associados a faixa de toxicidade do extrato e calculo da
dose letal de 50% (DLsp). Além disso, foram avaliados parametros morfologicos (macro e
microscopicos), presenca de infiltrado inflamatdrio, quantificacdo de fibrose e analises
imuno-histoquimicas para os tecidos do figado, pulmdo e musculo tibial anterior. Os
resultados obtidos mostraram que para a dose de 2000 mg/kg houve elevada toxicidade com
compromentimento respiratério, neurotoxicidade, alteragdes histopatologicas e morfologicas
consideraveis nos tecidos avaliados. Além disso, nesta dose houve letalidade de 100% no
periodo de até 48 horas. Ja para as outras doses avaliadas (300, 200, 100 e 50 mg/kg), os
animais ndo apresentaram alteragdes comportamentais € nem houve sinais de toxicidade. Com
a administragdo do extrato aquoso houve uma redugdo dose-dependente das alteracdes
histopatologicas e morfologicas, bem como reducdo da fibrose, inflamagdo tecidual, de
marcadores de extresse celular (HSP70) e aumento de marcadores antiapoptoticos (MCL-1).
De forma geral, a dose de 50 mg/kg mostrou ter um elevado potencial regenerativo tecidual e
anti-inflamatodrio, visto que nesta dose, para todos os tecidos avaliados, houve reversao da

fibrose e redugao drastica da inflamacgao local.

Palavras chave: MDJX, Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), screnning hipocratico,

Miconia ferruginata, anti-inflamatorio, fibrose, regeneragao.



ABSTRACT

Duchenne Muscular dystrophy is the most common and severe type of muscular
dystrophy, related to genetic alteration and absence of dystrophin protein, which promotes a
progressive and rapid effect on muscle degeneration. Corticosteroids are the most used drugs
in the treatment of this pathology, proving to be efficient in reducing its progression, however
several adverse effects associated with this therapy are pointed out. Thus, therapies with less
toxicity, especially those derived from medicinal plants, have been tested to improve the
clinical condition and quality of life of patients. Due to the antioxidant and anti-inflammatory
potential of the Miconia ferruginata species demonstrated in vitro tests, the aim of this
research was to evaluate, in vivo, the acute toxicity and anti-inflammatory effects of the
aqueous extract of the leaves of M. ferruginata, in an animal model of Duchenne dystrophy.
For this, the mdx mice were treated intraperitoneally with doses of 50, 100, 200, 300 and
2000 mg/kg of aqueous plant extract, according to a single dose acute toxicity protocol, and
kept under observation for 14 days. Through hypocratic screning and assessment of water,
food and body weight consumption, factors associated with the toxicity range of the extract
and calculation of the 50% lethal dose (LDsy) were determined. In addition, morphological
parameters (macro and microscopic), presence of inflammatory infiltrate, fibrosis
quantification and immunohistochemical analyzes for the tissues of the liver, lung and
anterior tibial muscle were evaluated. The results obtained showed that for the 2000 mg/kg
dose there was high toxicity with respiratory impairment, neurotoxicity, considerable
histopathological and morphological changes in the evaluated tissues. In addition, in this dose
there was 100% lethality in the period up to 48 hours. For the other doses evaluated (300, 200,
100 and 50 mg / kg), the animals showed no behavioral changes and there were no signs of
toxicity. With the administration of the aqueous extract there was a dose-dependent reduction
in histopathological and morphological changes, as well as a reduction in fibrosis, tissue
inflammation, cell stress markers (HSP70) and an increase in anti-apoptotic markers (MCL-
1). In general, the dose of 50 mg/kg showed a high tissue regenerative and anti-inflammatory
potential, since in this dose, for all evaluated tissues, there was reversal of fibrosis and a
drastic reduction of local inflammation.

Keywords: MDX; Duchenne Muscular Dystrophy (DMD); hypocratic screnning;

Miconia ferruginata, anti-inflammatory, fibrosis, regeneration.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ um distirbio genético progressivo com
padrdao de heranga recessiva associada ao cromossomo X, que acomete cerca de um a cada
3.500 nascidos vivos do sexo masculino (McDONALD, 2002; SANTOS et al, 2006;
JARRAH et al, 2014). Clinicamente, a DMD ¢ a doenga mais severa das distrofias
musculares humanas, caracterizada por uma fraqueza muscular de cunho progressivo e
irreversivel, devido a uma mutacgdo patogénica no gene da proteina distrofina, relacionada ao
sistema sarcotubular motor (KUEH et al., 2008; FRAYSSE et al., 2017). Apesar do avango
sobre o conhecimento da doenca, ainda ndo existe um tratamento eficaz, apenas medidas para
reduzir as incapacidades, prevenir complicacdes, prolongar a mobilidade e melhorar a
qualidade de vida (NAIR et al., 2001; FREZZA et al., 2005). Dentre os tratamentos
farmacologicos existentes estdo a classe dos corticosteroides, que parecem reduzir
significativamente o avanco da doenca e melhora da funcdo pulmonar, porém existem muitos
efeitos adveros e a maioria dos pacientes ndo toleram essa terapia a longo prazo
(CAMPBELL & JACOB, 2003; CIAFALONI & MOXLEY, 2008).

Levando-se em conta a complexidade dessa doenga, uma das formas de estudo sobre
terapias mais eficientes para a DMD, ¢ o uso de modelos animais dos quais o camundongo
mdx € um dos mais utilizados (SEIXAS et al., 1997; WILLMANN et al., 2009). Os animais
da linhagem mdx apresentam, tais como os humanos, mutagao espontanea no cromossomo X
que leva a deficiéncia da distrofina (BULFIELD et al., 1984; LEFAUCHEUR et al., 1995). E,
apesar do modelo apresentar ciclos de regeneragdo com baixa deposi¢ao de tecido adiposo e
fibrose muscular branda, promovendo uma distrofia menos severa, os animais apresentam
intenso infiltrado inflamatério e ciclos de mionecrose caracteristico da DMD humana
(BULFIELD et al., 1984; GROUNDS et al., 2008).

A planta nativa do Cerrado brasileiro, Miconia ferruginata DC. (Familia:
Melastomataceae), popularmente conhecida como pixirica-do-campo ou babatena, tem sido
utilizada popularmente como anti-inflamatério natural para tratar processos alérgicos de pele
e outras doengas inflamatorias e infecciosas (ALMEIDA & BANDEIRA, 2010). Tal atividade
tem sido avaliada em estudos in vitro, por grupo de pesquisa em produtos naturais da
Universidade Federal dos Vales Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) (BARROSO, 2015;
LIMA, 2016; CRUZ, 2017). Segundo estes estudos, os extratos aquosos das folhas e caule
apresentaram elevada inibi¢ao proliferativa de linfocitos com uma eficacia de 2,5 vezes a do

farmaco dexametasona. Além disso, foi verificada elevada capacidade antioxidante e reducao



do burst respiratorio de neutréfilos do extrato das folhas e do caule, reforcando o potencial
antioxidante e, provavelmente, anti-inflamatorio desta espécie.

Assim, tendo em vista a necessidade da busca de terapias mais eficientes e menos
toxicas para a distrofia de Duchenne, e do potencial anti-inflamatdrio in vitro observado para
a espécie, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito terapéutico de diferentes doses do
extrato aquoso das folhas de M. ferruginta sobre os parametros clinicos, morfoldgicos,
regenerativos e anti-inflamatorios, em modelo animal da distrofia de Duchenne. Além disso,
determinar a toxicidade aguda em dose unica in vivo, deste extrato. Este estudo possibilitara
melhor compreensdo da agao anti-inflamatoria/regenerativa in vivo, em modelo de inflamagao
cronica da distrofia de Duchenne e determinagdo da dose ndo-letal para a espécie M.

ferruginta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)

A DMD ¢ um distarbio genético autossdmico recessivo, caracterizado por um
compromentimento grave, progressivo e irreversivel da musculatura esquelética estriada,
cardiaca e respiratoria (SANTOS et al., 2006; JARRAH et al, 2014). Esse distarbio
neuromuscular miogénico estd associado a mutagdes do braco curto do cromossomo X, no
gene da banda p21, o maior gene do genoma humano (2,4 Mb), localizado na regido Xp21.2-
Xp21.1, responsavel pela transcrigdo da proteina distrofina (BRASILEIRO FILHO, 2000;
GOMES et al., 2011). Devido ao tamanho e complexidade do gene, existe uma elevada
frequéncia de mutagdo, delecdo ou duplicacdo, sendo a delecdo a mutagdo mais frequente na
patologia, com cerca de 65% das alteracdes (GOMES et al., 2011; ORTEZ et al., 2019). O
resultado dessas alteragdes gé€nicas € a leitura errada e/ou parada prematura da transcricao e
codificacdo anormal da proteina, a tornando instavel e facilmente degradadas por proteases
enddgenas (SEIXAS et al., 1997).

A primeira observagdo de alteragdo com paralisia muscular pseudo-hipertofica foi
realizada em 1861 na Franga, pelo Dr. Duchenne de Boulogne, condi¢cao que posteriormente
ficou conhecida como DMD. A DMD ¢ a causa mais frequente de distrofia muscular,
acometendo um a cada 3.500 nascidos vivos (JARRAH et al., 2014), sendo hereditaria em
70% dos casos, enquanto 30% ocorre por mutacdo espontanea do cromossomo X (BOBO et
al., 2009). Embora essa patologia esteja relacionada a heranga genética recessiva materna do
cromossomo X, ocorrendo exclusivamente no sexo masculino (CIAFALONI & MOXLEY,
2008), algumas mulheres portadoras assintomatica da doenga, podem apresentar a partir da
terceira década de vida, fraqueza muscular, mialgia, aumento dos niveis plasmaticos da
enzima creatina-quinase e cardiomiopatia (BOBO et al., 2009; SEEMANN et al., 2011;
VENUGOPAL & PAVLAKIS, 2020).

As caracteristicas fisiopatologicas da DMD ¢ a presenca de ciclos de degeneracdo e
regeneracdo muscular continuos, desencadeando fibrose extensa e reducdo progressiva da
massa muscular (CARMEN et al., 2019). Isso ocorre porque, a proteina distrofina ¢ uma
grande proteina estrutural de 427 kDa localizada na face citoplasmatica do sarcolema que se
encontra associda a um complexo de glicoproteinas, que interliga os miofilamentos
(filamentos de actina, filamentos intermediarios e microtubulos) e os complexos de proteinas
transmembrana, especialmente canais de ions como os canais de célcio (PRICE et al., 2007;

HORITA & CRUZ, 2015) (Figura 1). O complexo distrofina-glicoproteinas desempenha



papel essencial na manutencdo da estabilidade mecanica e maior elasticidade do sarcolema,
uma vez que permite a ligagdo do citoesqueleto a laminina da matriz extracelular
(PICHAVANT et al., 2011). Desta forma, na DMD a auséncia da distrofina promove
fragilidade e aumento da permeabilidade excessiva da membrana, desregulagao da
homeostase do célcio e dano oxidativo (VENUGOPAL & PAVLAKIS, 2020).

A instabilidade do sarcolema durante a contragdo muscular, na DMD, facilita a
entrada de grandes quantidades de fons célcio na fibra. O excesso de célcio promove a
ativacdo inadequada de proteases, metaloproteases e fosfolipases que geram dano da fibra
muscular levando a sua degeneracdo/mionecrose local. Outros estudos tém sugerido que
proteinas reguladoras de célcio, tais como calsequestrina e calmodulina, também podem estar
envolvidas na patogénese da distrofia (FERRETTI et al., 2009; PERTILLE et al., 2010).
Além disso, ocorre um intenso infiltrado inflamatdrio, com aumento da produgao de espécies
reativas de oxigénio com consequente dano oxidativo e aumento da oxidagdo lipidica e
proteica que gera mais danos a fibra (HORITA & CRUZ, 2015). No processo de
mionecrose/regeneracdo da fibra ocorre uma substituigdo por tecido fibroadiposo,
caracteristico da pseudo-hipertrofia muscular (ROLLAND et al., 2006; WHITEHEAD et al.,
2006; ERVASTI, 2007). A medida que ocorre a progressio da doenga, os pacientes com
DMD reduzem a capacidade regenerativa dos musculos, exacerbando a substitui¢do do tecido
conjuntivo e adiposo as fibras musculares, o que desencadeia perda da funcionalidade do
tecido, e consequentemente reducdo da contragdo muscular (VENUGOPAL & PAVLAKIS,
2020).

As alteracdes estruturais no tecido muscular associadas a mionecrose e presenca do
infiltrado inflamatério com predominio de linfécitos e monocitos/macroéfagos sugerem uma
participa¢do do sistema imunoldgico nesta miopatia. Além disso, a modulagdo na expressao
dos componentes da matriz extracelular no microambiente muscular nas varias fases da
doenca (inicio, mionecrose, regeneragdo) indica um papel importante do conjuntivo no
direcionamento das células inflamatérias para o foco da lesdo muscular (SEIXAS et al.,
1997).

Clinicamente, os sintomas se inciam na infincia, por volta dos 2-3 anos até a
adolecéncia. A patologia caracteriza-se por um inicial comprometimento funcional nos
membros inferiores, com alteragdes na amplitude articular do quadril e joelho, limitagdo na
dorsiflexdo do tornozelo, atraso no desenvolvimento motor, alteragdo da marcha, fraqueza e

pseudo-hipertrofia muscular (BAKKER et al.,, 2002), -caracterizando um déficit
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musculoesquelético que compromete a funcionalidade motora, como de deambular, subir e
descer (YIU & KORNBERG, 2015). A fraqueza muscular progressiva leva a quedas
frequentes e perda da mobilidade até o final da adolecencia, necessitando do uso de oOrteses e
ventiladores, mas a progressdo das complicagdes respiratorias e a faléncia cardidca levam o
paciente ao obito na 2 ou 3 década de vida (FRAYSSE et al, 2017).

O diagnoéstico pode ser estabelecido por meio de exame fisico, andlise historico-
familiar, exames laboratoriais e genéticos. Dentre as dosagens laboratoriais estdo analise das
enzimas creatino-cinase € piruvato-cinase, creatinina fosfoquinase sérica, aspartato
animotransferase, alanina aminotransferase, desidrogenase latica, enolase e anidrase carbonica
III, transaminase glutamica oxalacética, transaminase glutamica piruvica, entre outras.
Também podem ser realizadas a eletroneuromiografia, eletrocardiograma e bidpsia muscular
na pesquisa molecular da mutagdo. Nao existe cura para essa patologia, mas novas e
promissoras terapias moleculares e farmacologicas estdo sendo extensivamente estudadas
(SARLO et al., 2009; TANIGUT]I, 2010; SIEMIONOW et al., 2019).

O tratamento envolve medidas terap€uticas farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas
para reduzir as incapacidades, prevenir complicagdes, prolongar a mobilidade e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes (GUGLIERI & BUSHBY, 2010; GAIAD et al., 2017). Com
relacdo ao tratamento medicamentoso, ndo ha evidéncia cientifica sobre o momento ideal para
iniciar a medicacdo, no entanto, ha indicagcdes de quanto antes for feita maior ¢ retardo da
deterioragdo muscular. Os principais glicocorticoides usados sdo a prednisona e o deflazacort
que demostraram reducao significativa do avango da DMD, em até 3 anos, além de beneficiar
a fun¢do pulmonar (HOUDE et al., 2008). Porém, essa terapia gera muitos efeitos adversos,
tais como ganho de peso, problemas oculares, hipertensdo, diabetes, reducdo da imunidade e
mudangas metabolicas e comportamentais, além de que, alguns pacientes ndo toleram essa
terapia em longo prazo (CAMPBELL & JACOB, 2003; CIAFALONI & MOXLEY, 2008).

Alguns estudos trazem perspectivas de novas formas de tratamento para essa doenga,
como o ataluren e tecnologias de edi¢do génica. O atalureno ¢ uma droga de uso oral que atua
a nivel do ribossomo, promovendo a leitura através de codons de parada prematuros devido a
mutacoes sem sentido, produzindo uma proteina de tamanho normal. Apesar dos resultados
promissores, em teste clinico de fase Il e aprovacdo condicional pela Agéncia Europeia de
Medicamentos, desde 2014, para tratar pacientes sem graves acomentimento da marcha com
cinco anos ou mais, esta droga ainda nao foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) e nem pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasileira (ANVISA), ndo sendo
usada no territorio nacional (BUSHBY et al., 2014; ARAUJO et al., 2017, ORTEZ et al,,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siemionow%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31612351

2019). Ja a tecnologia de adi¢do génica, o CRISPR/Cas9 ainda em fase de testes em animais,
traz uma medida terapéutica curativa promissora para a doenga, por meio da eliminagdo
permanente da mutag¢do do gene, com consequente formacdo adequada da leitura proteica. Os
testes in vivo, mostraram que esta terapia promoveu a remoc¢ao do exon 23 mutado do gene
dos camundongos mdx, com restauragdo da distrofina, tanto em musculos esqueléticos quanto
cardiacos, porém ainda s3o necessarios verificagdes de seguranca e eficacia para uso humano
(CHAMBERLAIN & CHAMBERLAIN, 2017; WONG & COHN, 2017; ORTEZ et al,
2019). Desta forma, o carater progressivo da DMD e ainda a auséncia de tratamentos efetivos
estimulam os estudos basicos e clinicos voltados para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas tanto farmacoldgicas, nutricionais, moleculares e génicas (BOGDANOVICH et

al., 2004; PAYNE et al., 2006).

Figura 1 — Conceito em vigor da organizacido molecular do complexo distroglicana no

sarcolema extrajuncional.
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2.2 Modelo experimental de Distrofia muscular de Duchenne

Em 1984 foi identificado a linhagem mdx (X-chromosome linked muscular
dystrophy) na colonia C57BL10/ScSn, a qual apresentava niveis elevados das enzimas
creatina-quinase e piruvato-quinase € degeneragdo muscular caracteristica de DMD
(BULFIELD et al., 1984; LEFAUCHEUR et al., 1995), sendo até hoje o modelo animal mais
utilizado no estudo das distrofias (WILLMANN et al., 2009). Os animais apresentam
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mutacdo espontanea no cromossomo X, assim como na doen¢ca humana, mas o gene da
distrofina esta localizado na regido Hq Bpa deste cromossomo onde sdo afetados pela doenca
machos e fémeas homozigoticos, viaveis e férteis, contudo as fémeas sdo apenas portadoras
da mutagdo (BULFIELD et al., 1984; ENGEL et al., 1994).

Apesar dos camundongos mdx apresentarem mutagdo no cromossomo homologo ao
humano, o fenotipo desenvolvido neste modelo ¢ menos severo do que a DMD (GROUNDS
et al., 2008). Diferente da doenca humana, os animais apresentam ciclos de regeneragao
muscular apés um periodo de mionecrose, reduzida deposi¢do de tecido fibroadiposo,
alteracdes morfologicas moderadas, fungdo mecanica menos comprometida e sobrevida
semelhante a outros animais normais (BULFIELD et al., 1984; GROUNDS et al., 2008). Mas
embora exista essas limitagdes neste modelo experimental, o camundongo mdx ¢ o modelo
mais aceito para estudos sobre a DMD, devido a sua caracteristica genética com deple¢ao da
distrofina e consequente mionecrose, além da grande disponibilidade, facil adaptagdo, baixo
custo de produgdo e manutengdo em laboratério quando comparado a outros modelos
experimentais de mamiferos (SASAOKA et al., 2003; GROUNDS et al., 2008).

O perfil muscular do camundongo mdx apresenta-se semelhante ao musculo
esquelético dos portadores humandos da DMD por volta dos 2 anos de idade, com uma
prevaléncia da degenera¢do muscular (LEFAUCHER et al., 1995). Em anélise histopatologica
detalhada foi observado que os musculos dos membros posteriores, especialmente o séleo e o
tibial sdo os mais afetados por necrose, enquanto outros locais como os musculos laringeos e
extraoculares sdo poupados (COIRAULT et al, 2003; SHAVLAKADZE et al., 2004;
MARQUES et al., 2007). Tem sido demonstrado que a partir do sétimo dia pos-natal, os
camundongos ja apresentam regeneracdo das fibras musculares em cerca de 0,62%, sendo o
diafragma um dos primeiros muasculos acometidos. Entre o décimo quarto a vigésimo dia pos-
natal, as principais alteracdes histopatoldgicas sao necrose e infiltrado inflamatério, com cerca
de 2,2% a 5% de fibras atingidas, periodo caracterizado como estado pré-necrotico (SEIXAS
etal., 1997; MINATEL et al., 2003; PORTER et al., 2003).

O musculo tibial apresenta extensas areas de necrose, especialmente no periodo entre o
vigésimo a trigésimo dia de vida, com continua regeneragao/degeneracao (SHAVLAKADZE
et al., 2004). A mionecrose atinge seu apice entre a trigésima quinta a nonagésima semana
pos-natal, comprometendo mais de 50% das fibras dos musculos estriados e cardiacos. Apds
os 120 dias de idade, no camundongo mdx idoso praticamente todas as fibras dos musculos
encontram-se com focos de mionecrose, inflama¢do e regeneracdo (TANABE et al.,, 1986;

BRIGUET et al., 2004), onde a DMD fica mais severa, semelhante ao humano, com



comprometimento grave ao diafragma, maior deposicao fibroadiposa muscular e redugdo da
sobrevida (LEFAUCHER et al., 1995). Desta forma, o camundongo mdx se torna um
excelente modelo para o estudo dos mecanismos patogenéticos da mionecrose e regeneracao
da DMD, possibilitando inclusive, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais

eficientes (SEIXAS et al., 1997; WILLMANN et al., 2009).

2.3 Proteinas marcadoras de estresse celular e de citoprotecao

As células estdo constantemente submetidas a diversas situagdes adversas e ambientes
de estresse, e diversas estratégias foram desenvolvidas a fim de manter a homeostase celular.
Entre essas estratégias existem mecanismos especificos que levam a uma rapida transcri¢ao e
subseqliente tradu¢do de uma série de proteinas altamente conservadas, denominadas
genericamente de proteinas de estresse (LOCKE et al., 1990; WELCH, 1992), ou mais
precisamente de Heat Shock Proteins (HSPs) (RITOSSA, 1962; LOCKE & NOBLE, 1995;
DE MAIO et al., 2011). As HSPs s3o proteinas essenciais na sobrevivéncia e na citoprotecao
celular, que surgem na literatura como uma das classes de proteinas de estresse mais bem

estudadas.

Em 1962, Feruccio Ritossa descobriu que a exposi¢ao de glandulas salivares de
Drosophila busckii ao calor, dinitrofenol ou salicilatos promovia o espessamento, em
cromossomos, que representava sitios especificos de transcri¢do. Assim, ficou determinado
que quando as células passam por um estresse térmico ou quimico, que ultrapassa o limiar de
adaptacao celular, hd aumento da expressdo de genes, com consequente sintese dessa classe
de proteinas, denominadas de HSP, ou proteinas de estresse (RITOSSA, 1962).
Posteriormente a descoberta, verificou que este fendmeno ocorre na maioria dos seres vivos
(JAATTELA & WISSING, 1992; SANTORO, 2000), sendo ativas tanto em condi¢io de
calor quanto outras que causam alteragdo homeostatica, tais como exposi¢do a metais
pesados, aumento na concentragdo de calcio intracelular, diminui¢do de glicose, infecg¢des
virais e bacterianas, hipoxia, aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), presenca de
toxinas ou mediadores inflamatérios e outros (WELCH, 1992; YELLON & MARBER, 1994;
ACUNZO et al, 2012; GRUNWALD et al., 2014; WEBSTER et al., 2019).

As HSP sdo uma grande classe de proteinas conhecidas como chaperonas moleculares,
sendo classificadas em familias com base no peso molecular, tais como HSP110, HSP100,

HSP90, HSP70, HSP60 e small HSP (20-40kDa). Entre as diferentes funcdes especificas
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desenvolvidas em cada familia, as chaperonas sdo responsaveis por auxiliar na formacao,
dobramento, transporte, desdobramento de proteinas nascentes ou desnaturadas e na
degradacao celular de proteinas inativas/defeituosas (STUART et al., 1994; TERLECKY,
1994; SLIMEN et al., 2016).

Dentre as diferentes HSPs, a HSP70 (ponto isoelétrico entre pH 5,2 e 6,3) é a mais
conservada filogeneticamente, sendo a mais estudada, pois desempenha papel essencial na
resposta celular do organismo, para manter as condigdes fisioldgicas das células (FEDER &
HOFMANN, 1999; DEANE & WOO, 2011). A expressao de HSP70 ocorre de forma
constitutiva, sendo rapidamente induzida quando as células sdo expostas a agentes estressores,
incluindo variagdes bruscas de temperatura e oxigénio, exposi¢cdes a agentes tOxicos e
poluentes, privacao de glicose, influxo de célcio e outros (WEBER & JANZ, 2001; PORTER
& JANZ, 2003; KAMPINGA et al., 2009). Nestas condi¢des, a HSP70 integram um
mecanismo de defesa celular complexo, desempenhando, entre outras fungdes o dobramento
de proteinas recém-sitetizadas; translocacdo de membrana; desmontagem de complexos de
proteinas; preven¢do de agregacdo e solubilizagdo e redobramento de proteinas agregadas;
impede a desnaturagdo de proteinas ou auxilia na degradagdo de proteinas
desnaturadas/defeituosas. Além disso, a HSP70 e suas co-chaperonas podem atuar na
regulacdo da apoptose, inibindo-a ou promovendo-a dependendo da lesdo celular causada pelo
agente estressor (CARNEVALI & MARADONNA, 2003; PARCELLIER et al., 2003;
TAKAYAMA et al., 2003; ROSENZWEIG et al., 2020). As funcdes desenvolvidas pela
HSP70 podem operar em diferentes modos e necessitar da cooperacao de varias outras

magquinarias celulares, como as outras HSPs (ROSENZWEIG et al., 2020).

Neste sentido, a HSP70 devido a sua versatilidade e rapida resposta a varios estimulos
estressantes sdo as proteinas mais utilizadas como marcadores de estresse, em ensaios
biologicos (COLE & MEYERS, 2011). As principais isoformas representantes do grupo
HSP70 sdao a HSP73 e HSP72. A primeira € expressa constitutivamente em todas as células e
estd presente tanto no nucleo como no citoplasma celular (BECKMANN et al, 1990).
Enquanto, a HSP72 ¢ o principal membro expresso em resposta ao estresse, sendo verificado
um aumento significativo dos seus niveis até seis horas apos a exposi¢ao ao fator estressante e
tem fungdes citoprotetora e anti-inflamatéria (HAMILTON et al, 2004; ATALAY et al,
2009; HECK et al., 2011). Sua agdo anti-inflamatoéria apresenta como mecanismo principal a
acao inibitoria sobre a ativacao e translocagdo do fator de transcrigdo nuclear NF-xB (ASEA

& DE MAIO, 2007), apresentando papel crucial nos processos inflamatérios e em fatores



reguladores da sobrevivéncia celular e da apoptose (RAN & LU, 2004; ROSENZWEIG et al.,
2020). Neste sentido, a identificacdo da expressdo da HSP70 se mostra essencial em estudos
de toxicidade, visto que essa proteina responde prontamente na citoprote¢do contra agentes

tOXicos.

2.4 As Plantas Medicinais Brasileiras

O Brasil possui uma grande biodiversidade e um rico patrimdnio genético, ocupando o
primeiro lugar em todo o mundo (JOLY et al., 2011). Essa riqueza genética tem despertado
grande interesse das comunidades cientificas tanto nacionais quanto internacionais (DE
SOUZA & FELFILI, 2006). Mas apesar desta vasta biodiversidade, ainda ndo se conhece
precisamente sua propor¢ado e potencial farmacoeconémico (JOLY et al., 2011; NEWMAN &
CRAGG, 2016). Com destaque especial, as plantas tém grande variabilidade de aplicagdes no
cotidiano, tais como alimenticia, madedeira, fonte econdmica, uso medicinal e farmacoldgica.
Muitas espécies nativas brasileiras, com poder medicinal, tém sido utilizadas tanto
empiricamente pela populacdo quanto usada como matéria-prima bruta, prototipo e modelo
para a sintese de substancias bioativas para a fabricacdo de farmacos, fitoterdpicos e outros
agentes terapéuticos (MACIEL et al., 2002; SCHULZ et al., 2002; ARNOUS et al., 2005;
SIMOES et al., 2007; FIRMINO & BINSFELD, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), planta medicinal ¢ "todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substdncias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores de fairmacos semissintéticos" (OMS, 1998). E
grande parte da populacdo mundial utiliza plantas em sua terapéutica caseira, sendo estimado
que vinte e cinco mil espécies sdo utilizadas na medicina popular tradicional brasileira
(RODRIGUES et al., 2004). Assim, o uso do conhecimento tradicional associado as formas
de utilizacdo e suas aplicagdes terapéuticas sao muito uteis para o direcionamento dos estudos
cientificos nas areas de farmacologia, fitoquimica e quimica medicinal (MONTEIRO et al.,
2007).

Muitos estudos t€m direcionado enfoque na pesquisa biomonitorada de compostos
bioativos complexos, derivados de plantas medicinais, os quais dificilmente seriam obtidos
via sintese quimica (CARVALHO et al., 2013). Esses compostos tém demostrado grande
potencial biologico, especialmente para a atividade antimicrobiana, antioxidante, antitumoral

e anti-inflamatoria (THAKUR et al, 2011). Além da busca por moléculas no
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desenvolvimento de prototipos farmacoldgicos, atualmente na medicina moderna, tem
crescido o estudo e a busca de drogas fitoterapicas. Isso porque os fitoterapicos, além de
fornecerem os mesmos resultados terapéuticos na prevencdo, cura ou minimizacdo dos
sintomas podem apresentam maior disponibilidade e baixo custo (TOLEDO et al., 2003).
Entretanto, ainda faltam investimentos no Brasil, para o desenvolvimento da area de
fitoterapicos, sendo que grande parte das plantas medicinais nativas ainda ndo tem estudos
cientificos quanto a eficacia e seguranca (MACIEL et al., 2002; FOGLIO et al., 2006;
HIGUCHLI, 2007).

2.5 Importancia da avaliacio da toxicidade de plantas

Desde primoérdios, as plantas tém sido utilizadas na medicina popular para o
tratamento de diversas doengas, e apesar do fortalecimento da industria farmacéutica,
atualmente vem crescendo a procura e consumo de produtos naturais, especialmente em
paises em desenvolvimento, como o Brasil (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Ocasionalmente
uma mesma planta pode apresentar tanto acao terapéutica quanto toxica. A distingdo entre as
substancias ativas e toxicas depende do modo de preparo, dose, concentracdo, estado de
dispersao (forma e tamanho das particulas), solubilidade nos fluidos organicos e afinidade ao
tecido ou organismo (MORGAN, 2003; CAZARIN et al. 2004)

Infelizmente, até hoje perdura um sentimento e a crenga, especialmente em relagdo
as plantas medicinas, de que seu uso nao causa nenhum mal, mas muitas espécies vegetais sao
extremamente toxicas ¢ nocivas a saude humana (CAMPOS et al., 2016). Deve-se ter em
mente que somente o uso popular ndo ¢ suficiente para garantir a eficicia e, especialmente a
seguranga de sua utilizacdo, pois seu uso indiscriminado pode desencadear doengas agudas e
cronicas, de acordo com a parte utilizada, forma de uso, dose e tempo de utilizagdo. Assim,
estudos cientificos que comprovem estas caracteristicas se fazem extremamente necessarios
(MACIEL et al., 2002; HIGUCHI, 2007).

As plantas contém varios compostos bioativos, chamados metabolitos secundarios,
dentre eles os alcaloides, glicosideos cardioativos, glicosideos cianogénicos, taninos,
saponinas, lactonas sesquiterpenas, oxalato de calcio e toxialbuminas, que podem provocar
efeitos toxicos dependendo da concentragdo e estado de oxidagdo em que se encontram
(TUROLLA & NASCIMENTO, 2006). O metabolismo secundario representa um elo quimico
entre as plantas e o ambiente, onde a sintese dos diferentes compostos ¢ diretamente afetado

pelas condi¢des ambientais (sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura, solo, altitude



incidéncia de pragas e outros), além de ser afetado pelo estagio de desenvolvimento da planta
(KUTCHAN, 2001; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Grande nimero de intoxicagdes causadas por plantas no Brasil tem ocorrido, em
2012 foram registrados cerca de 1026 casos, segundo o Sistema Nacional de Informacgdes
Toxico-Farmacolégicas (SINITOX). Os problemas deste tipo de intoxicagdo, seja ela aguda
ou cronica, ¢ a dificuldade do diagndstico correto, sendo que a associacdo entre os sintomas e
o consumo da espécie vegetal ¢ dificil de ser estabelecida (CAMPOS et al., 2016). Desta
forma, o uso indiscriminado de plantas ditas medicinais, passou a ser um problema de saude
ptblica (SIMOES et al., 2003). Por isso, estudos na area de toxicologia e farmacologia de
plantas tém recebido a atencdo dos cientistas, especialmente na investigagdo da toxicidade, in
vitro e in vivo (REBECCA, 2002; BRANDAO et al., 2008).

Os testes toxicologicos sdo realizados para se obter dados sobre os efeitos toxicos,
condigdes e natureza desses efeitos, além de mensurar niveis seguros de exposicao (MEYER,
2003). Estes estudos aplicados em animais de laboratdrio, sob condi¢cdes estabelecidas e
controladas, permitem determinar os possiveis efeitos das substdncias em humanos ou
animais expostos. Assim, o uso seguro das plantas medicinais, necessita de testes, tanto de
eficacia, quanto de seguranca e toxicidade. Os modelos de estudos toxicologicos, in vivo,
incluem ensaios de toxicidade aguda, toxicidade subcronica, toxicidade cronica,
mutagenicidade, embriofetotoxicidade, altera¢des de fertilidade, carcinogenicidade e indugdo
de dependéncia (BRASIL, 2004).

O teste de toxicidade aguda em dose unica, segundo as diretrizes do Guideline 423
do Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD, 2001) tem por
objetivo avaliar efeitos adversos em um breve periodo apdés a administragio de uma
substancia. Neste protocolo, pelo menos trés animais devem ser observados a cada hora nas
primeiras 24 horas apds a administracdo, isso porque as manifestagdes agudas, geralmente
ocorrem neste intervalo de tempo. E, segundo o protocolo essa observagao deve ser mantida
por pelo menos 14 dias, uma vez que os efeitos toxicos podem surgir ao longo dos dias
(DIPASQUALE & HAYES, 2001).

O screening hipocratico, utilizado nos testes de toxicidade aguda, in vivo, ¢ um
ensaio bastante util e muito empregado na triagem de plantas medicinais, para detectar
atividades farmacologicas e toxicologicas. Este teste consiste na avaliagdo comportamental
sobre o estado de consciéncia, disposicdo, atividade geral, coordenagdo motora, reflexos,

atividades do sistema nervoso central (SNC) e autonomo (SNA) correlacionando possiveis



28

efeitos farmacolodgicos e toxicos de substancias desconhecidas (ALMEIDA et al., 1999;
LUCIO et al., 2000). Além disso, este teste pode ser associado a determinacdo da dose letal
média ou de 50% (DLsg), sendo uma maneira eficaz de se avaliar as doses terapéuticas e ndo-
toxicas de um composto. Assim, a toxicidade pode ser determinada em curto prazo
(toxicidade aguda) ou longo prazo (toxicidade doses repetidas) dependendo do uso

farmacoldgico desejado (QUEIROZ, 2015).

2.6 Familia Melastomataceae e o0 Género Miconia sp.

A familia Melastomataceae compreende uma das mais importantes familias botanicas
da flora neotropical, constituida de cerca de 5.000 espécies distribuidas em 11 tribos e 185
géneros (RENNER ez al., 2020). Apresenta principalmente espécies arbustivas e arvores de
média a grande porte (ROMERO & MARTINS, 2002; JUDD et al, 2010), com
caracteristicas botinicas especificas, tais como folhas opostas simples, geralmente
curvinérvias, inflorescéncias terminais ou axilares vistosas bissexuadas, dialipétalas, periginas
ou epiginas com estames em numero duplo ao de pétalas (SOUZA & LORENZI, 2005).

Devido a sua facilidade de adaptagdes a ambientes adversos, grande produgdo de
sementes, eficiente dispersao dos propagulos, altas taxas de germinagdo e crescimento rapido
(ALBUQUERQUE et al., 2013), as espécies desta familia sio muito usadas para diferentes
fins, tais como reflorestamento de areas degradadas, fonte alimenticia de passaros, exploragdo
da madeira, uso ornamental, confec¢ao de artesanatos e uso medicinal (CRUZ & KAPLAN,
2004; ALMEIDA & BANDEIRA, 2010; ALBUQUERQUE et al., 2013).

Dentre os géneros desta familia, o género Miconia Ruiz & Pav., concentra cerca de
30% das espécies (REZENDE, 2012; GOLDENBERG & CADDAH, 2013; 2015), com
grande distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais (RENNER et al., 2020). Em Minas
Gerais sdo encontrados aproximadamente 29 géneros e 342 espécies desta familia, com 86
espécies pertencentes apenas ao género Miconia (BAUMGRATZ et al., 2010; REZENDE,
2012; BAUMGRATZ et al., 2014). Muitas dessas espécies apresentam uso medicinal,
principalmente, na forma de infuso e garrafadas hidroalcodlicas das folhas e flores para
tratamento de doengas inflamatorias, infecciosas e analgesia (CRUZ & KAPLAN, 2004;
RODRIGUES et al, 2008; ALMEIDA & BANDEIRA, 2010). Contudo, apesar da
diversidade desse género, poucas espécies foram exploradas quanto ao seu potencial quimico
e biologico.
Alguns estudos com espécies deste género tém mostrado seu perfil quimico rico em

compostos fenolicos, pertencentes as classes dos flavonoides, taninos, triterpenos, cumarinas,



benzoquinonas e fenolicos (CUNHA et al., 2003a; b; ZHANG et al., 2003; RODRIGUES et
al., 2007; MANCINI et al., 2008; SERPELONI ef al., 2008a; b; RODRIGUES et al., 2011),
com identificacdo e isolamento dos famosos triterpenos pentaciclicos, os acidos ursolico e
oleandlico, como constituintes majoritarios, encontrados na forma de mistura isomérica, e
responsaveis por diversos efeitos bioldgicos/farmacologicos relatados na literatura (LIN et
al., 2002; CUNHA et al., 2003a; DINIZ et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2006; CUNHA
et al., 2008; CUNHA et al., 2010). A grande biodiversidade quimica destas espécies decorre
do local de cultivo, em especial no bioma do Cerrado, onde ocorre uma variedade de
ambientes com diferentes tipos de solos, relevo e fitofisionomias (RIBEIRO & WALTER,
2008). Além disso, o Cerrado, devido a suas caracteristicas adversas estressantes, tais como
secas prolongadas, queimadas periddicas e solo pobre em muitos minerais sdo observadas
maiores produgdes de metabolitos secundarios, a fim de estabelecer adaptagao/sobrevivéncia
as essas condi¢des impostas do ambiente (SILVA et al., 2010; DOS SANTOS, 2015).

Quanto ao potencial bioldgico, as espécies deste género tem mostrado efeitos
antioxidante (PIERONI et al, 2011; LIMA, 2016; CRUZ, 2017; GONTLO et al., 2019);
antimutagénicos (RESENDE et al., 2006; SERPELONI et al., 2008a); antimicrobianos (LI et
al., 2001; CELOTTO et al., 2003; ALVES et al., 2008; RODRIGUES ef al., 2008; GONTIJO
et al., 2019; VIEGAS et al., 2019; CUNHA et al., 2020); antitumorais (GUNATILAKA et
al., 2001; LIN et al., 2002; CUNHA et al., 2008; SERPELONI et al., 2008b; BARROSO,
2015; CORDOBA, 2017; SILVA et al, 2020); antiparasitarios (CUNHA et al, 2003a;
CUNHA et al., 2006; PEIXOTO et al., 2011; VIEGAS et al., 2019); analgésicos e anti-
inflamatorios (CUNHA et al., 2003b; SPESSOTO et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2007; GATIS-CARRAZZONI et al., 2018). No Quadro 1 encontra-se
reunido uma sintese de alguns destes estudos. Dentre as espécies de uso medicial e com
potencial biologico demonstrado em estudos in vitro, se descata a Miconia ferruginata DC.,

espécie foco deste estudo.
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Quadro 1 - Perfil quimico e atividades bioldgicas de espécies do género Miconia sp.

Perfil quimico/compostos

Espécie isolados Atividade biolégica Referéncia
M. lepidota DC. Benzoquinonas Antitumoral GUNATILAKA et al., 2001
M. albicans (Sw.)
Triana, M. rubiginosa Flavonoides e Triterpenos i .
(Bonpl.) DC. e M. acidos (ursoélico e oleanolico) Antimicrobiana CELOTTO et al, 2003
stenostachya DC.
M. fallax DC. e M. Trlterpe'n.os ac@os (ufsgllco, Tripanocida CUNHA et al., 2003a
stenostachya DC. oleandlico e gipsogénico)
M. lingustroides (DC.) Triterpenos (a e f-amirina) e L
Naudin esteroide (B-sitosterol) Analgésica CUNHA et al,, 2003b
.. Triterpenos (o e B-amirina,
M l"ublgl?]l)Oéa (Bonpl.) lupeol) e esteroide (B- Analgésica SPESSOTO et al., 2003
] sitosterol)
M. sellovytana ”lj'rltf:r-penos acu}qs (ursczhcj‘o, Tripanocida CUNHA et al., 2006
Naudin. urjindlico, oleanolico, maslico)
M. albicans (Sw.) Triterpenos acidos (ursolico e Anti-inflamatério e VASCONCELOS et al.,
Triana oleanolico) analgésico 2006
M. fallax DC. Triterpenos amgigs (ursdlico e Antitumoral CUNHA et al.,, 2008
oleanolico)
Miconia alyp ifolia Flavonoides Antioxidante MANCINI et al., 2008
Naudin
M. cabucu, M.
rubiginosa (Bonpl.) Flavonoides Antimicrobiano RODRIGUES et al., 2008
DC., e M. stenostachya
DC.
M. lzgustrozc{es (DC.) Triterpenos ac1§19s (ursoélico e Antimicrobiano CUNHA et al. 2010
Naudin oleanolico)
. Triterpenos acidos (ursolico e
M. lcgf;g’mﬁiz oleanolico) Leishmanicida PEIXOTO et al., 2011
M. albzcg s Flavonoides Antioxidante PIERONI ez al., 2011
(Sw.) Triana
M. fallax DC. Triterpenos dcidos (ursélico e Tripanocida FERREIRA et al., 2013
oleandlico)
Antioxidante,
M. latecrenqta (DC) Taninos (elagitanino) antimicrobiana e GONTUO et al., 2019
Naudin . A
antimutagenica
M. willdenowii .KIOtZSCh Benzoquinona (primin) Lels'hn'lanlc.lda ¢ VIEGAS et al., 2019
ex Naudin antimicrobiana
M. minutiflora (Bonpl.) Acido elagico, galotanino e Anti-inflamatoria e GATIS-CARRAZZONI et
DC. terpenos antinociceptiva al., 2019
M. chamissois Naudin Flavonoide (matteucinol) Antitumoral SILVA et al., 2020




2.7 Miconia ferruginata DC.

A Miconia ferruginata DC., da familia Melastomataceae (Figura 2) ¢ uma espécie
nativa do cerrado e da caatinga, pertencente ao quadro de plantas medicinais utilizadas na
regido dos Vales Jequitinhonha e Mucuri. Esta espécie ¢ popularmente conhecida como
pixirica-do-campo ou babatena, muito utilizada na forma de infuso e banhos (ALMEIDA &
BANDEIRA, 2010), para tratamento de dermatites, inflamagcdo e doengas parasitarias e
infecciosas (CRUZ & KAPLAN 2004; ZANDONA, 2009). A sua distribui¢do ocorre nos
estados do Para, Tocantins, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Sdo
Paulo, Rio de Janeiro, Sergipe, Bahia, Pernambuco e Minas Gerais (GOLDENBERG &
CADDAH, 2013). Em Minas, esta espécie € encontrada, especialmente nos campos rupestres,
Cerrado sentido restrito, especialmente em areas de altitude elevada (SANTOS, 2003).

Rezende et al. (2014), realizou sua descri¢do botanica sistematica:

“Miconia ferruginata DC. caracteriza-se pelos ramos bastante

robustos, rugosos, com estrias bem evidentes, grandes
inflorescéncias escorpioides (14-38,5 cm comprimento.) e
folhas discolores geralmente grandes (7-32,5 x 2,5-13 cm),
indumento ferrugineo (ocraceo) recobrindo toda a planta, baga
imatura verde oliva e enegrecida quando madura, com cerca de
50 sementes por fruto e conectivo prolongado das tecas (0,6
mm comprimento), espessado no dorso com expansdo dorso-
basal e dois apéndices ventrais e baga verde-oliva a
enegrescida, com cerca de 50 sementes.” (REZENDE et al,

2014).

Segundo os estudos fitoquimicos classicos foi apontado a presenga das classes de
flavonoides, saponinas, cumarinas, terpenos e taninos nas folhas (LIMA et al., 2013), e por
meio de técnicas hifenadas foi verificado a presenga de flavondis, flavonas, acidos fenolicos e
catequinas nos extratos e fragdes das folhas e do caule, enquanto os terpenos (p-caricofileno e
a-himuleno), acido cafeoilquinico e monocafeoilquinico foram encontrados somente nas
folhas (BARROSO, 2015; BARROSO et al., 2017), além dos triperpenos (acidos ursolico e
oleandico) e a flavona (5,6,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona) nas folhas (CUNHA et al., 2020).
Alguns destes compostos ja foram relatados apresentar atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias (GREGORIO et al., 2005; LEGAULT & PICHETTE, 2007; CAZAROLLI et
al., 2008; BARROSO 2015; LIMA, 2016; CORDOBA, 2017; CRUZ, 2017; LUO et al.,
2019).
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Nos estudos in vitro, foram apontados o potencial antimicrobiano, antitumoral,
antioxidante e anti-inflamatorio dos extratos e compostos isolados das folhas e do caule de M.
ferruginata (OLIVEIRA, 2010; BARROSO 2015; LIMA, 2016; CORDOBA, 2017; CRUZ,
2017; CUNHA et al., 2020). No estudo realizado por Barroso (2015) foi demonstrado que os
extratos etanolicos e aquosos das folhas e do caule apresentaram elevada citotoxicidade sobre
as células de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231), associada a baixa toxicidade sobre
as fibroblastos normais de murinos (L929), mostrando eclevada seletividade e possivel
atividade antitumoral dos extratos brutos. Além disso, neste estudo também verificou uma
elevada inibigdo proliferativa de linfocitos do sangue periférico humano dos extratos aquosos
das folhas e do caule, com uma eficicia de 2,5 vezes em comparacdo a do farmaco
dexametasona, apontando um possivel efeito anti-inflamatdrio desta espécie.

No estudo conduzido por Cordoba (2017), mostrou elevado potencial seletivo e
citotoxico dos extratos etanolicos e aquosos do caule sobre as células de leucemia linfocitica
(Jurkat), apontando que o possivel mecanismo de agdo antitumoral esta relacionado a indugao
de morte por apoptose e retencao das células tumorais na fase G0/G1 do ciclo celular. O efeito
citotoxico também foi observado sobre as linhagens tumorais de adenocarcinoma de mama
(MDA-MB-435) e cancer de colon (HCT-8), com inibicao superior a 90% para os triterpenos
isolados das folhas de M. ferruginata, na forma semi-sintética (metilada), além de inibi¢do da
catepsina B, enzima associada a capacidade metastatica das células tumorais (OLIVEIRA,
2010).

A atividade antimicrobiana foi apontada por Cunha et al. (2020), que verificou
concentragdo inibitoria minima (CIM) entre 250 a 500 pug/mL para os triterpenos acidos
ursolico e oleianodico isolados, sobre as cepas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.
Enquanto, para Barroso (2015), os extratos brutos ndo foram considerados ativos sobre
diferentes cepas bacterianas avaliadas, pois acima da faixa de concentragao de 500 pg/mL, os
extratos j& apresentavam toxicidade sobre células normais.

E nos estudos realizados por Lima (2016) e Cruz (2017), foi verificado elevada
capacidade antioxidante dos extratos do caule e das folhas, respectivamente, por meio de
testes de DPPH e ABTS. A capacidade antioxidante foi associada ao elevado contéudo de
compostos fendlicos presentes no extrato etanolico bruto. Nestes estudos, também foi
observado que os extratos promoveram uma elevada redu¢do do burst respiratorio de
neutrofilos, refor¢ando o potencial antioxidante e, provavelmente, anti-inflamatério desta
espécie. Além disso, os compostos identificados, tais como os das classes de flavonoides,

terpenos e taninos ja foram relatados como tendo propriedades antioxidantes e anti-



inflamatorias, o que pode corroborar com os dados biologicos encontrados nos estudos in
vitro (OLIVEIRA, 2010; LIMA et al, 2013; BARROSO, 2015; LIMA, 2016; CORDOBA,
2017; CRUZ, 2017). Assim, o potencial antioxidante e anti-inflamatdrio in vitro da espécie
M. ferruginata tem sido evidenciado na literatura, estimulando novas pesquisas que validem o
seu potencial farmacologico e aplicagdo terapéutica em doengas inflamatérias cronicas. Desta
forma, esta pesquisa teve o intuito de avaliar a toxicidade aguda dos extratos aquosos das
folhas e determinar uma dose ndo-toxica e que apresente atividade terapéutica sobre o modelo

experimental da distrofia de Duchenne, in vivo.

Figura 2 — Fotografia das folhas de Miconia ferruginata.

A - Espécie Miconia ferruginata coletada no cerrado sentido restrito do Distrito de Diamantina; B e C

— Detalhes das folhas. Fonte: Fotos de Machado, A. S. D. (2018).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito terapéutico de diferentes doses do extrato aquoso das folhas de M.
ferruginta sobre os paramétros clinicos, morfoldgicos, regenerativos e anti-inflamatorios, e
determinar a toxicidade aguda em dose tinica em modelo animal mdx da distrofia muscular de

Duchenne.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter extratos aquosos das folhas da espécie M. ferruginata;

- Realizar avaliagdo comportamental com relagdo ao sistema motor, reflexos,
SNC e SNA dos animais, por meio de screnning hipocratico;

- Determinar a dose letal de 50% (DLs) do extrato aquoso da M. ferruginata.

- Analisar alteracdes morfologicas e histolgicas teciduais no figado, pulmao e
musculo esquelético (tibial anterior);

- Determinar a quantidade de fibrose tecidual no figado, pulmio e musculo
esquelético (tibial anterior);

- Avaliar a expressdao imunohistoquimica de proteinas de stress (HSP70) e anti-

apoptotica (MCL-1) nos tecidos do figado, pulmao e musculo esquelético (tibial anterior).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo taxonomica

A espécie M. ferruginata foi coletada na regido norte de Minas Gerais pela Ms.
Poliana Ribeiro Barroso, na comunidade Ribeirdo de Areia, Diamantina — MG no dia 23 de
maio de 2015. A espécie ndo consta da Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira
Ameacadas de Extingdo (BRASIL, 2014a). O material coletado foi georeferenciado e o
voucher foi depositado no Herbario Dendrolégico Jeanine Felfili (HDJF) da UFVIM, sob o
numero de registro HDJF2405. A identificagdo foi realizada pelo Dr. Evandro Luiz Mendonga
Machado. A autorizagdo para coleta de plantas foi emitida pelo Ministério do Meio Ambiente
(niimero de registro 64300-13) e o acesso ao patrimonio genético pelo Conselho de Gestao do

Patrimdnio Genético (CGEN AACD7CF/2018).

4.2 Preparo dos extratos

Os procedimentos de obtengdo do material vegetal e preparo do extrato foram
realizados no Laboratério de Quimica Organica e Produtos Naturais do departamento de
Farmécia da UFVIM. O material vegetal foi estabilizado e seco em estufa de ar circulante
(Biopar® S480AT, Sao Paulo — SP, Brasil) a cerca de 40°C, por 14 dias, posteriormente,
pulverizado com auxilio de moinho de facas (Marconi® MAS580, Sdo Paulo — SP, Brasil) e,
armazenados em sacos plasticos, em local fresco, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
O extrato aquoso foi preparado conforme realizado por Barroso (2015), no qual utilizando 50
g do material pulverizado exposto a 500 mL de dgua Milli-Q fervente, por meio de infusdo
(1:10 p/v), deixado em contato por 15 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, o
infuso foi filtrado em algodao, congelado em nitrogénio liquido e seco em liofilizador
(Terroni® LS 3000, Sdo Paulo — SP, Brasil). O extrato obtido foi transferido para frascos
ambar previamente tarados, e armazenado em local seco e protegido da luz. O peso final do

extrato (3.39 gramas), resultou em rendimento final de 6.78%.
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4.3 Animais

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Experimenagdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (NEA/FCBS) da UFVIM, seguindo as diretrizes
de experimentagio animal do Comissdo de Etica do uso de animais (CEUA) da UFVIM e as
orientacdes para os cuidados com animais de laboratorios (NEVES et al., 2013). A pesquisa
foi aprovada pelo CEUA da UFVJM sob ntimero de protocolo 012/2019. Foram utilizados
camundongos fémeas segundo recomendacao do Guideline 423 da Organization of Economic
Co-operation and Development (OECD) referéncia internacional para o estudo de toxicidade
aguda de susbtancias de composi¢do desconhecida (OECD, 2001). A utilizagdo de um unico
sexo, especialmente de fémeas ocorre porque pesquisas de literatura de testes de dose letal de
50% (DLsp) mostraram que, embora exista poucas diferencas entre os sexos, geralmente as
fémeas sdo um pouco mais sensiveis a reagdes toxicas que os machos (LIPNICK ef al., 1995;
OECD, 2000).

Os animais utilizados foram da linhagem C57BL/10ScSn-Dmdmdx/] criados no
biotério do NEA/FCBS, pesando entre 20-40 g, com 1 ano de idade. Foi escolhido esta idade
nas avaliacdes, pois neste periodo o perfil de degeneragdo da distrofia muscular de Duchenne
¢ semelhante a doenca humana. Os casais matrix foram adquiridos comercialmente no
Instituto Fio Cruz - RJ. Os animais foram mantidos em caixas plasticas forradas com
serragem, sob ciclo invertido de claro/escuro de 12 horas a 22 + 2°C, com ragao e agua ad
libitum, durante todo o periodo experimental. Os animais foram submetidos a um periodo de
aclimatac¢do de sete dias antes do inicio do experimento para a certificacdo do estado de

higidez, comportamento, habitos alimentares e fisioldgicos normais da espécie.

4.4 Grupos experimentais

Foram utilizados 18 fémeas ndo-isogénicas, nuliparas e nao-gravidas separadas
aleatoriamente em 6 grupos experimentais com 3 animais cada: 1) dose unica de 2000 mg/kg
por via intraperitoneal (ip.); ii) dose unica de 300 mg/kg ip.; iii) dose Unica de 200 mg/kg ip.;
iv) dose unica de 100 mg/kg ip.; v) dose unica de 50 mg/kg ip.; e, vi) dose unica de agua
destilada ip. (grupo controle). As doses de 2000 e 300 mg/kg foram escolhidas conforme
orientacdo da OECD (2001) para toxicidade aguda em dose Unica, enquanto, as demais doses

foram escolhidas a fim de verificar atividade terapéutica do extrato. O extrato foi diluido em



agua destilada, previamente filtrado em filtro-seringa com membrana de 0,22 um (TPP®), e

para todos os grupos o volume final da injecdo foi de 0,5 mL.

4.5 Toxicidade aguda dose tnica do extrato aquoso da M. ferruginata e

determinacao da DLs

Para determinagdo da toxicidade aguda dose unica e DLsy do extrato aquoso de M.
ferruginata, foi seguido o guia preconizado pela ANVISA, Instrugdo Normativa n° 4 de 2014
(BRASIL, 2013; BRASIL, 2014b) e o Guideline 423 da OECD (OECD, 2001). Para este
protocolo experimental, os animais tiveram acesso livre a agua, mas foram privados de
alimentacdo por duas horas antes do inicio do experimento e por mais duas horas apds a
administracao do extrato. O periodo de observacao apds administragdo do extrato foi de 14
dias, sendo o teste de toxicidade aguda dose Unica avaliada segundo os parametros abaixo

listados.

4.5.1 Screening Hipocratico

Apo6s a administracdo do extrato, os animais foram avaliados cuidadosamente, por
um unico experimentador, cego para os grupos, a fim de se detectar sinais toxicos nos
intervalos de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 ¢ 24 horas e, apds diariamente até o 14° dia, por meio da
avaliacdo das variaveis do “Screening hipocratico” proposto por Malone & Robichaud (1983).
Os sinais avaliados na observacdo comportamental e exame clinico sistematico foram
registrados em protocolo impresso, usando escala analdgica unipolar variando de 0 a 4
(ausente, raro, pouco, moderado, intenso), sendo divididos em 6 pardmetros principais, a
saber: 1) estado de consciéncia (atividade geral, frénito vocal e irritabilidade); i) atividade do
sistema nervoso central (SNC) (tremores, convulsdes, anestesia, sedagdo, ataxia, hipotermia,
respiragdo e hiperemia); iii) atividade do sistema nervoso autonomo (SNA) (lacrimacao,
cianose, ptose, salivagdo e piloerecdo); iv) atividade e coordenacdo do sistema motor e
tonificagdo muscular (resposta ao toque, resposta ao aperto de cauda, contor¢do, posi¢cdo do
trem posterior, reflexo de endireitamento, tonus corporal e forca para agarrar); v) reflexos

(reflexo auricular, reflexo corneal, lacrimagdo, micgdo, defecagdo) e vi) morte.
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4.5.2 Avaliacao ponderal e consumo de agua e ra¢ao

Para o calculo do ganho ou reducdo poderal dos animais, foi realizado a pesagem em
balanga semi-analitica (Marte, UX420H, Sao Paulo - SP, Brasil), tanto antes da administracao
do extrato ou agua (peso zero), quanto diariamente até o final dos 14 dias de exposi¢do aos
tratamentos. Além disso, foram registrados diariamente o consumo de dgua (em mL) e racdo

(em gramas) dos animais, durante todo o periodo experimental.

4.5.3 Determinagao da DLs
Para determinacao da faixa da DLs, foi utilizado o protocolo do Guideline 423 da
OECD (OECD, 2001), que determina o valor conforme a dose empregada do provavel agente

toxico e o nimero de animais mortos, como apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Metodologia do ensaio de toxicidade aguda dose unica, a partir da dose

de 2000 mg/kg em animais de laboratorio.
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Legenda: GHS= Global Harmonized System; LDs¢= dose letal mediana.
Fonte: OECD (2001).

4.5.4 Avaliacao anatomica-histopatoldgica

No décimo quarto dia, os animais sobreviventes foram eutanasiados por meio de
inje¢do letal de cloridrato de quetamina 300 mg/kg e xilazina 100 mg/kg, administrados por
via intraperitoneal. Imediatamente apOs a eutanasia, foi realizada a necropsia e a analise
macroscopica dos orgdos, onde foram removidos o figado, pulmao e musculo tibial anterior

para analise histoldgica, morfométrica e imuno-histoquimica. Apds a retirada dos 6rgaos, os



animais foram descartados segundo as normas vigentes da UFVJM. Os o6rgdos removidos
foram pesados em balanga semi-analitica de precisdo (Marte, UX420H, Sao Paulo - SP,
Brasil) e submergidos em paraformaldeido 4% por 24 horas. Apos este periodo, os tecidos
foram colocados em tampao fosfato salino (PBS) (NaCL 1,50 M; Na,HPO,4 0,08M; NaH,PO4
0,02M, pH 7,20-7,40), por 30 dias, sendo este renovado uma vez por semana, at¢ o final do
processamento histopatologico. O processamento histoldégico (anexo A) consistiu em
desidratacdo em séries crescentes de alcool etilico (50-100%), diafanizagdo em xilol, seguido
de inclusao em parafina histologica (Paraplast® Leica, Germany). Os blocos de inclusao
foram seccionados, em microtomo semi-automatico (Hestion, ERM 3100, Woodstock — MD,
EUA), com espessura de 5,0 pm. As laminas foram confeccionadas com 3 cortes cada,
submetidos aos processos de coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e Picrossirius Red
(anexos B e C). Apos a montagem das laminas com a resina Permount® (Fisher-SP15-500,
Loughborough, England), e secagem por 48 horas, foi realizado a analise microscopica. Todas
as laminas foram fotodocumentadas em diferentes aumentos, usando microscépio Optico
(Kozo, série XJS900, Nanjing, China) com camera acoplada (Axio CAM HRc) e capturado
pelo programa ToupView Help.

4.5.4.1 Analise morfoldgica

As andlises morfoldgicas descritivas foram realizadas no laboratério NEA/FCBS em
microscopio de luz (Kozo, série XJS900, Nanjing, China), em ensaio cego independente. As
avaliagdes foram realizadas com objetiva de 40X de aumento, para investigacdo da presenca
de alteracdes reversiveis (degenerativas) e irreversiveis (necrose € apoptose), presenga de

células aberrantes e classifica¢do da intensidade de infiltrado inflamatoério.

4.5.4.2 Coloragao com Picrossirius Red

Para avaliagdo e quantificagdo da fibrose tecidual foi realizada uma analise
morfométrica da area de coldgeno total em laminas coradas com Picrossirius Red. A
coloracdo dos cortes histologicos com Picrosirius Red permite a distingdo das fibras de
coldgeno depositadas no tecido, devido ao aumento da birrefrigéncia das fibras colagenas
quando observadas em luz polarizada (WEGNER et al, 2017). A intensidade de
birrefringéncia e a cor emitida dependem do tipo de agregacdo fisica das moléculas, sendo
impossivel, em areas de reparo tecidual distinguir os tipos das fibras colagenas. Dessa forma,

a distingdo das fibras coladgenas I e III ndo foi possivel de ser realizada, pois os animais mdx
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apresentam espontaneamente tecido em degeneragdo e/ou regeneracdo tecidual. As
fotomicrografias foram obtidas em microscopio polarizado com camera acoplada (Labomed,
LX400p, Fremont — CA, EUA) a partir da delimitagdo do corte histologico, evitando locais
com presenca de artérias, arteriolas e veias que sdo regidoes naturalmente ricas em colageno.
Foram obtidos 5 campos aleatorios de cada corte no aumento de 400X, mantendo os mesmos
pardmetros de luminosidade do microscopio para todas as imagens, totalizando 15
fotomicrografias por grupo experimental. As fotomicrografias foram analisadas pelo software
Imagel, apdscalibracao inicial da escala em micrometros. O procedimento de analise bindria
(branco/preto) consistiu das etapas de: “Proces” > “Binary” > “Make Binary” > “Analyze” >
“Set Measurements” > selecionado “Area’ + Area fraction” > “Analyse” > “Measure”. A

quantifica¢do do coldgeno foi expressa em percentagem + desvio padrao de area ocupada.

4.6 Analise Imuno-histoquimica

Para as andlises imuno-histoquimicas dos tecidos, foram confeccionadas laminas
previamente silanizadas contendo trés cortes histologicos de Sum de espessura. Em seguida,
foi realizado a desparafinizacdo em xilol seguido de re-hidratacdo em séries decrescentes em
alcool etilico (100-70%), lavagem em agua destilada e tampao citrato (&cido citrico 2 mM e
citrato trissédico 9 mM, pH 6,0) e PBS (NaCL 1,50 M; Na,HPO, 0,08M; NaH,PO,4 0,02M,
pH 7,20-7,40) (anexo E). Para recuperacao dos antigenos bloqueados pelo processo de fixacao
tecidual, as laminas foram colocadas em tampao citrato (&cido citrico 2 mM e citrato
trissodico 9 mM, pH 6,0) e submetidos a aquecimento a 95°C por 30 minutos. Em seguida, as
laminas passaram por processos de lavagem com agua destilada e tampao PBS (NaCL 1,50
M; Na,HPO4 0,08M; NaH,PO,4 0,02M, pH 7,20-7,40).

Para bloqueio de reacdes inespecificas e da peroxidase enddgena foi utilizado
perdxido de hidrogénio a 3% e a Protein Block (DAKO X0909, Dako North America — CA,
EUA). Apdés 20 minutos, as secgdes histologicas foram incubadas com os anticorpos
primarios por 20 horas a 4°C em camara umida, nas diluigdes descritas na tabela 1. Apos a
incubacdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados por trés passagens de tampao
PBS (NaCL 1,50 M; Na,HPO,4 0,08M; NaH,PO4 0,02M, pH 7,20-7,40), seguida da adi¢ao do
anticorpo secundario N-Histofine (Nichirei Biosciences, Tsukiji, Tokyo) incubado por 30
minutos a temperatura ambiente. Ao término dessa etapa, foi realizada nova lavagem com
tampao PBS (NaCL 1,50 M; Na,HPO,4 0,08M; NaH,PO, 0,02M, pH 7,20-7,40) e revelagao
com o cromdgeno 3,3 -diaminobenzidina (DAB) (DAKO K0679, Dako North America — CA,

EUA) durante quatro minutos.



Para controle-negativo, uma das laminas n3o recebeu o anticorpo primario. A
coloracdo de fundo (contracoloracdo) foi realizada utilizando hematoxilina, seguida da
desitratacdo seriada crescente em alcool etilico (70-100%), clarificagdo em xilol e montagem
da lamina com resina Permout® (Fisher-SP15-500, Loughborough, England). Apo6s 48 horas
de secagem, foram realizadas as fotomicrografias em microscopio optico (Kozo, série
XJS900, Nanjing, China) com camera acoplada (Axio CAM HRc) e capturado pelo programa
ToupView Help.

Tabela 1 — Relacdo dos anticorpos utilizados nos ensaios imuno-histoquimicos

Clone
Anticorpo Hospedeiro Diluicao Marca

(isotipo)

Monoclonal Sigma, Saint Louis
HSP70 Rato 1:500

[9BRM-22] — MO, EUA

Monoclonal Sigma, Saint Louis
MCL-1 Coelho 1:100

[Y37] - MO, EUA

4.6 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo ou percentagem + desvio
padrao e as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego — CA, EUA). Para analise da normalidade dos dados foi utilizado os
testes de Shapiro-Wilk e D'Agostino & Pearson. As diferencas entre as variaveis com
distribuicdo normal foram testadas utilizando Anélise de Variancia (one-way ANOVA) com
post hoc de Bonferroni's. Para as variaveis com distribui¢do assimétrica, foi utilizado o teste
Kruskall-Wallis com post hoc de Dunns. Diferencgas estatisticamente significantes foram

consideradas quando p<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Determinacgao da toxicidade aguda dose inica

Na avaliagdo da toxicidade dose unica do extrato aquoso das folhas de M.
ferruginata em camundongos mdx nas doses de 2000, 300, 200, 100 e 50 mg/kg foi verificado
que somente para a maior dose houve morte de todos os animais em menos de 48 horas,
revelando uma elevada toxicidade do extrato nesta dose. Nas demais doses avaliadas nao

houve qualquer alteracdo comportamental ou clinica aparente.

5.1.1 Screening Hipocratico

Os cinco parametros comportamentais avaliados no screeming hipocratico estdo
apresentados na figura 4. Os dados mostraram que as alteragdes comportamentais mais
evidentes foram relacionadas ao estado de consciéncia, atividade e coordenacdo do sistema
motor ¢ reflexos, sendo que somente para a dose de 2000 mg/kg foi observado alteracdes
significativas (p<0,001) nesses parametros. Inicialmente os animais que receberam essa
dosagem apresentaram maior irritabilidade, agitagdo, aumento do frénito vocal e
desorientagdao (andavam em circulos). Mas com cerca de 8 horas de observagao ocorreu uma
inversao comportamental, onde os animais se apresentavam mais letargicos, paralisados, sem
nenhuma resposta ao toque e reflexos corneal e auricular ausentes. Esse comportamento
letargico permaneceu até a morte desses animais, onde um animal morreu com 12 horas, outro
com 24 horas e o terceiro com 48 horas ap6s administracdo do extrato. Em relagdo aos outros
parametros avaliados, ndo foram observadas alteragdes estatisticamente significativas.
Entretanto, com relacao ao SNC foi observado que para a dosagem de 2000 mg/kg os animais
apresentaram, apds 8 horas da administracdo, uma leve sedagdo e reducdo da frequéncia
respiratoria. Desta forma, os resultados comportamentais sugerem que o extrato apresenta
uma alta toxicidade na dosagem de 2000 mg/kg e nehuma toxicidade nas outras dosagens

avaliadas.
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5.1.2 Avaliagdo ponderal

Os resultados obtidos na dose de 2000 mg/kg demonstraram que o extrato aquoso das
folhas de M. ferruginata administrado, interferiu no desenvolvimento ponderal dos animais,
uma vez que, durante o curto periodo de sobrevivéncia os animais ndo se alimentaram e
observou-se uma curva decrescente no peso. Enquanto, para as outras dosagens avaliadas do
extrato, ndo ocorreu nenhuma alteracdo no desenvolvimento ponderal nos 14 dias de

observagdo pos-tratamento (Figura 5).

Figura 5 — Avaliacio do desenvolvimento ponderal dos animais tratados com diferentes

doses do extrato aquoso das folhas de Miconia ferruginata.
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Teste ANOVA, post hoc de Dunns, *p<0,001; A =morte dos animais.

5.1.3 Avaliagdo do consumo de 4gua e racao

Na avaliacao do consumo de agua (mL) e ragdo (gramas) apenas para os animais que
receberam a dose de 2000mg\kg houve uma redugao significativa do consumo em relacio ao
grupo controle, uma vez que houve morte de todos os animais deste grupo. Para as demais
dosagens ndo foi observado nenhuma diferenga entre o consumo tanto de dgua quanto de

ragdo durante todo o periodo experimental.



Figura 6 — Avaliacido do consumo de agua e racio dos animais tratados com diferentes

doses do extrato aquoso das folhas de Miconia ferruginata.

A

=) -o- CON
c —— 2000mg
gﬂ -#- 300 mg
= 200 mg
3 —+- 100mg
2:3 -~ 50 mg
@n -e- CON

l§* —— 2000mg
5 -= 300 mg
E 200 mg
Z -~ 100mg
Eb =~ 50 mg

2 4 6 8 10 1’2 14

Tempo (dias)

Teste ANOVA, post hoc de Dunns, *p<0,001; A = morte dos animais.

5.1.4 Determinagao da DLs,

O extrato aquoso das folhas de M. ferruginata foi considerado téxico de acordo com
o método de classes preconizado pela OECD 423 (OECD, 2001), sendo classificado na
categoria 4 do Globally Harmonised System (GHS) , pois apresentou uma faixa de seguranca
moderada, entre >300 e <2000 mg/kg (Figura 3). Assim, segundo essa classificagdo a DLs
foi estimada em 1000 mg/kg.
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5.1.5 Avaliagdo morfologica (macroscopica e microscopica)

A relagdo dos valores de média = desvio padrao dos pesos dos 6rgdos dos animais
tratados com extrato aquoso das folhas de M. ferruginata analisados nesta pesquisa estd
apresentado na tabela 2. Apenas no pulmao houve uma diferenga significativa no peso do
6rgdo para a dosagem de 2000 mg/kg em comparacdo ao grupo controle (p<0,01l), para o
figado apesar da auséncia de diferenga significativa de peso do o6rgdo, visualmente este se

apresentava com aumento discreto de tamanho (hepatomegalia leve).

Tabela 2 — Média e desvio padrdo do peso dos drgios dos animais tratados com

diferentes doses do extrato aquoso das folhas de Miconia ferruginata.

Grupos Orgaos
Pulmao Figado Musculo Tibial

Controle 0,104 £ 0,014 1,130 £ 0,294 0,041 £ 0,005
2000 mg/mL 0,297 £ 0,168* 0,976 +£ 0,100 0,037 +0,013
300 mg/mL 0,053 +£0,012 1,364 £ 0,326 0,030 = 0,005
200 mg/mL 0,152 £ 0,008 1,206 £ 0,212 0,037 + 0,004
100 mg/mL 0,100 £ 0,073 1,287 £ 0,044 0,032 + 0,009
50 mg/mL 0,127 £0,011 1,108 0,129 0,030+ 0,012

Teste ANOVA, post hoc de Dunns, *p<0,01.

5.1.5.1 Anélise macroscopica

a) Figado

Macroscopicamente, o figado dos animais tratados com extrato aquoso das folhas de
M. ferruginata na dose de 2000 mg/kg apresentavam discreta hepatomegalia (maior
distencdo), edema e coloragdo enegrecida, como observado na figura 7. Para os animais
tratados com a dose de 300 mg/kg também foi observado edema e hepatomegalia, porém de
grau leve, bem como a coloracdo do 6rgdo estava mais escura, quando compardo com o grupo
controle. Enquanto, para as demais dosagens avaliadas (200, 100 e 50 mg/kg) foi observado
que os O0rgdos nao apresentavam nenhuma alteragao de tamanho, distensdao e/ou coloracao,

quando comparado ao grupo controle.



Figura 7 — Analise macroscopica do figado de camundongos mdx tratados com
diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia ferruginata.

A B

Legenda: A — Figado do animal do grupo controle; B - Figado do animal tratado com 50 mg kg™; C - Figado do
animal tratado com 100 mg kg™'; D - Figado do animal tratado com 200 mg kg™; E - Figado do animal tratado

com 300 mg kg™'; F - Figado do animal tratado com2000 mg kg™'. Barra: lcm.

b) Pulmao

O pulmao dos animais tratados com extrato aquoso das folhas de M. ferruginata na
dose de 2000 mg/kg, macroscopicamente foi observado grande distensdo do tecido,
alteragdo na coloragdo, pleura gravemente deformada com varios coagulos sanguineos

adjacentes e colabamento do diafragma. Enquanto, para os animais tratados com a dose
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de 300 mg/kg observou-se também uma alteragdo na coloragdo e deformagdo pleural,
mas em grau mais leve quando comparado com os animais tratados com a dose de 2000
mg/kg. Além disso, foi observado uma redugdo do nimero de coagulos adjacentes a
pleura, bem como auséncia de colabamento do diafragma. Para os animais tratados com
as doses de 200, 100 ¢ 50 mg/kg ndo foi observado nenhuma alteragdo macroscépica

tecidual.

¢) Musculo Tibial anterior
Para o musculo tibial anterior ndo foram observadas alteragdes macroscopicas
teciduais em nenhum animal tratado com as diferentes doses do extrato aquoso das folhas de

M. ferruginata.

5.1.5.2 Anélise microscopica

a) Figado

A figura 8 apresenta as fotomicrografias do figado para as diferentes dosagens
administradas intraperitonalmente do extrato aquoso das folhas de M. ferruginata. Na anélise
microscopica foi observado que o grupo controle apresenta pequenas lesdes com presenca de
infiltrado inflamatorio, degeneracdo hidropica leve e poucas células em apoptose e necrose,
como esperado para os animais mdx. J& para os animais tratados com a dose de 2000 mg/kg
do extrato aquoso das folhas de M. ferruginata, mostrou exacerbacdes das lesdes com uma
area extensa de degeneragdo hidropica, inumeras fissuras ao redor dos hepatdcitos e
hipertrofia das células de Kupffer. Grande parte dos hepatdcitos apresentavam binucleacao ou
nucleos hipercromicos e eosinofilia citoplasmatica, sugestivo de processo de toxicidade
celular. Também foi observada presenca de areas claras nos hepatdcitos, sugestivo da
presenga de infiltragdo gordurosa.

Para o figado dos animais tratatos com o extrato nas dosagens de 300, 200 e 100
mg/kg foi observada uma diminuicao das lesdes celulares com regeneracdo tecidual, redugdo
das degeneracdes hidropicas, diminuicao das fissuras e da hipertrofia dos hepatécitos e células
de Kupffer. O tecido, de forma geral, apresentou melhora e redugdo do infiltrado inflamatorio
e necrose tecidual. Impressionantemente, a dose de 50 mg/kg do extrato revelou uma
regeneragdo tecidual completa com redugdo drastica da degeneracdo hidrdpica, infiltrado

inflamatorio e hipertrofia celular, quando comparado ao grupo controle. Desta forma, o



extrato de M. ferruginata nesta dose mostrou ter um possivel efeito anti-inflamatoério e de
regeneracao hepatica.
Figura 8 — Analise histolégica do figado de camundongos mdx tratados com diferentes

doses do extrato aquoso das folhas de Miconia ferruginata.
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Legenda: A - Figado do animal do grupo controle; B - Figado do animal tratado com 50 mg kg™'; C - Figado do
animal tratado com 100 mg kg™'; D - Figado do animal tratado com 200 mg kg™; E - Figado do animal tratado
com 300 mg kg'; F - Figado do animal tratado com 2000 mg kg"'. HE - 40X. Barra: 400 um. As setas
correspondem a infiltrado inflamatorio. As pontas das setas correspondem a necroses. Asteriscos correspondem a

apoptose.

b) Pulmao
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As fotomicrografias do pulmio para as diferentes dosagens administradas
intraperitonalmente do extrato aquoso das folhas de M. ferruginata estio apresentados na
figura 9. Microscopicamente, no grupo controle foi observada congestao pulmonar leve com
presenca de infiltrado inflamatorio discreto. J& para o pulmdo dos animais tratados com a dose
de 2000 mg/kg do extrato aquoso das folhas de M. ferruginata, mostrou uma congestao
pulmonar grave com presenca de infiltrado inflamatoério denso, pleura e alvéolos severamente
degradados com compromentimento da fun¢do pulmonar, corraborando com o achado de
aumento do peso observado neste 6rgao. Nas doses de 300, 200 e 100 mg/kg foi observado
uma melhora da congestao e perfil pulmonar e pleural com redugdo do infiltrado inflamatorio.
Como observado no figado, também no pulmao a dose de 50 mg/kg mostrou uma restauracao
pulmonar significativa, com redugdo dréstica do infiltrado inflamatdrio, congestao pulmonar e

restauragdo da pleura.



Figura 9 — Analise histologica do pulmido de camundongos mdx tratados com diferentes

doses do extrato aquoso das folhas de Miconia ferruginata.

Legenda: A — Pulméo do animal do grupo controle; B — Pulméo do animal tratado com 50 mg kg'; C - Pulmio
do animal tratado com 100 mg kg'; D - Pulmdo do animal tratado com 200 mg kg'; E - Pulmdo do animal
tratado com 300 mg kg™'; F - Pulméo do animal tratado com 2000 mg kg'. HE - 400X. Barra: 400 pm. As pontas

das setas correspondem a necroses. Asteriscos correspondem a apoptose.

¢) Musculo Tibial anterior
As fotomicrografias do musculo tibial direito para as diferentes dosagens

administradas intraperitonalmente do extrato aquoso das folhas de M. ferruginata esté
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apresentado na figura 10. No grupo controle foi observado moderado nivel de lesdes
teciduais, rico em infiltrado inflamatdrio, degeneragdo hidropica e células em apoptose e
necrose. Como para os outros tecidos descritos, os animais que foram tratados com a dose de
2000 mg/kg mostraram aumento das lesdes musculares, elevada degeneragao hidropica com
inameras fissuras e infiltrado inflamatério denso. Também apresentaram maior numero de
areas necroticas e células em processo de apoptose. Para os animais tratados com as doses de
300, 200 e 100 mg/kg do extrato, houve uma reducdo dose-dependente das degeneragdes
hidrépicas, fissuras e areas de necrose e apoptose. J4 para a dose de 50 mg/kg, houve uma
melhora consideravel do quadro de degeneracdo, caracteristico da DMD, onde foi observado
reducgdo significativa da degeneragdo hidropica e infiltrado inflamatdrio, bem como auséncia
de areas necroticas e poucas células em processo de apoptose. Frente a esses resultados, pode-
se sugerir que o extrato aquoso das folhas de M. ferruginata atua na regeneragdo muscular e

reducao do processo inflamatorio.



Figura 10 — Analise histolégica do musculo tibial anterior de camundongos mdx tratados

com diferentes doses do extrato aquoso das folhas de Miconia ferruginata.

Legenda: A — Musculo Tibial anterior do animal do grupo controle; B - Musculo Tibial anterior do animal
tratado com 50 mg kg'; C - Musculo Tibial anterior do animal tratado com100 mg kg'; D - Musculo Tibial
anterior do animal tratado com 200 mg kg™'; E - Musculo Tibial anterior do animal tratado com 300 mg kg™'; F -
Misculo Tibial anterior do animal tratado com 2000 mg kg™”. HE - 400X. Barra: 400 pm. As setas correspondem

a infiltrado inflamatorio. As pontas das setas correspondem a necroses. Asteriscos correspondem a apoptose.
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5.1.6 Descrigao morfoldgica e quantificacao da fibrose pela coloracdo de Picrossilius
red

Em andlise morfologica, o musculo tibial dos animais distréficos (grupo controle)
apresentou caracteristicas histopatologicas tipicas da DMD. Neste grupo foi observado
distribuicao heterogénia das fibras de coldgeno entre as fibras musculares, onde no perimisio
houve predominancia de feixes espessos, enquanto no endomisio presenca de feixes delgados.
O extrato aquoso das folhas de M. ferruginata, mostrou melhora na distribui¢do das fibras
colagenas sobre as musculares, sendo que na dose de 50 mg/kg esse perfil de distribuicao se
apresentou uniforme e homogéneo, recobrindo maiores areas musculares. Na figura 11 sdo
apresentadas as fotomicrografias do tecido muscular (tibial anterior direito) coradas com
Picrossilius red, coloragdo que evidencia as fibras de coldgeno, dos diferentes grupos

experimentais avaliados.



Figura 11- Analise da distribuicdo de fibras coligenas no musculo tibial anterior de

camundongos mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia

ferruginata.

Legenda: A - Musculo Tibial anterior do animal do grupo controle; ; B - Musculo Tibial anterior do animal
tratado com 50 mg kg'; C - Musculo Tibial anterior do animal tratado com100 mg kg'; D - Musculo Tibial
anterior do animal tratado com 200 mg kg™'; E - Miisculo Tibial anterior do animal tratado com 300 mg kg™'; F -
Musculo Tibial anterior do animal tratado com 2000 mg kg™. Coloragio Picrossirius Red (400X). Barra: 400

pm. >> Deposicao de fibras de colageno no perimisio; > Deposi¢do de fibras de colageno no endomisio.
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Tanto para o figado (Figura 12) quanto para o pulmio (Figura 13), a analise
morfolodgica tecidual revelou caracteristicas histopatologicas semelhantes para as diferentes
dosagens avaliadas. Assim, nas dosagens de 2000 e 300 mg/kg foram observadas areas de
fibrose semelhante ou aumentadas, quando comparado ao grupo controle. Enquanto, nas
dosagens de 200 ¢ 100 mg/kg houve uma redugdo moderada das areas de fibrose, indicando
uma possivel regeneracao tecidual. Mas o resultado surpreendente foi observado nos animais
tratados com a dose de 50 mg/kg do extrato. Nesse grupo, houve uma regressao da fibrose e
restauragdo morfofuncional dos tecidos, sugerindo um possivel efeito de reversao da fibrose

tecidual.



Figura 12- Analise da distribuicido das fibras colagenas no figado de camundongos mdx

tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia ferruginata.
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Legenda: A — Figado do animal do rupo controle; B - Figado do animal tratado com 50 mg kg™'; C - Figado do
animal tratado com 100 mg kg™; D - Figado do animal tratado com 200 mg kg™'; E - Figado do animal tratado
com 300 mg kg'; F - Figado do animal tratado com 2000 mg kg™'. Coloragio Picrossirius Red (400X). Barra:

400 um. >> Deposicao interlobular de fibras de colageno; > Deposicao intralobular de fibras de colageno.
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Figura 13 - Analise da distribuicdo das fibras coliagenas no pulmio de camundongos

mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia ferruginata.

Legenda: A — Pulmdo do animal do grupo controle; B - Pulméo do animal tratado com 50 mg kg™'; C - Pulmio
do animal tratado com 100 mg kg"; D - Pulmio do animal tratado com 200 mg kg '; E - Pulmédo do animal
tratado com 300 mg kg™'; F - Pulmdo do animal tratado com 2000 mg kg™'. Coloragio Picrossirius Red (400X).

Barra: 400 pm; > Deposi¢do de fibras colagenas no parénquima pulmonar.



A quantificag¢do percentual média da area de fibrose avaliada nos diferentes 6rgaos se
encontra na figura 14. E possivel perceber que houve uma semelhanca de deposicio de fibras
colagenas nos diferentes 6rgdos. De modo geral, os animais tratados com extrato aquoso das
folhas de M. ferruginata, nas doses de 200, 100 e 50 mg/kg apresentaram reducao
significativa (p<0,001) da deposicdo de coldgeno e, consequente menor fibrose tecidual.
Tanto o tecido do figado quanto do pulmao, os animais tratados com extrato nas doses de
2000 e 300 mg/kg apresentaram perfil de deposicdo de coldgeno semelhante ao grupo
controle, mostrando que nessas doses nao houve interferéncia do extrato nos mecanismos da
fibrose. Porém, para as doses de 200, 100 e 50 mg/kg houve uma redu¢do consideravel da
fibrose, tando no figado quanto no pulmao. Diferentemente, para musculo tibial anterior a
dose de 2000 mg/kg mostrou um aumento da deposi¢do de coldgeno, mas ndo significativo
(CON: 1,70 = 2,13; 2000 mg/kg: 2,50 £ 2,02), enquanto, as doses de 300, 200, 100 e 50
mg/kg apresentaram uma redugdo da deposi¢do de colageno significativa e de forma dose-
dependente (CON: 1,70 + 2,13; 300 mg/kg: 0,92 + 1,09; 200 mg/kg: 0,22 + 0,32; 100 mg/kg:
0,15+0,53; 50 mg/kg: 0,11 +0,17).
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Figura 14 — Quantificacio percentual da area de fibrose em diferentes orgiaos dos
camundongos mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso das folhas de

Miconia ferruginata.

Controle 2000 300 200 100 50

% area de fibrose
a

Controle 2000 300 200 100 50

Controle 2000 300 200 100 50

Grupos (mg/kg)

Legenda: A — Tecido do Figado; B — Tecido do Pulméo; C — Tecido do Musculo Tibial anterior. Teste ANOVA,
post hoc de Dunns, p<0,001. a: diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle; b: diferenga estatistica em

relagdo ao grupo da dose de 2000 mg/kg; c: diferenga estatistica em relagdo ao grupo da dose de 300 mg/kg.



5.7 Avaliacio Imuno-histoquimica dos marcadores de estresse e apoptose
(HSP70 e MCL-1)

Na analise imuno-histoquimica das proteinas HSP70 e MCL-1 foi observado sua
imunolocalizagdo na regido citoplasmatica das células, nos diferentes tecidos avaliados. Para a
marcacao da HSP70, proteina relacionada ao nivel de estresse celular, houve um aumento da
expressao no tecido do figado (Figura 15), pulmao (Figura 16) e musculo tibial (Figura 17)
dos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg do extrato, mostrando que neste grupo houve
um aumento do estresse celular. J4 para a marcacdo com MCL-1, proteina antiapoptdtica, foi
realizada somente para o tecido do figado, neste 6rgdo foi observado uma reducdo da
expressdo desta proteina (Figura 18), nos animais tratados com a dose de 2000 mg/kg do
extrato. Esses dados, juntamente com as observagdes clinicas, histologicas e morfométricas,
evidenciam a elevada toxicidade da dose de 2000 mg/kg do extrato aquoso das folhas de M.
ferruginata. Para os animais tratados com as outras doses (300, 200, 100 e 50 mg/kg) foi
observada uma reducdo dose-dependente do marcador de estresse celular avaliado (HSP70)
em todos os tecidos e aumento da expressao da proteina antiapoptdtica (MCL-1) no figado,
quando comparado com o grupo controle. Cabe destacar que para a dose de 50 mg/kg a

reducao da HSP70 e aumento da MCL-1 superou o grupo controle.
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Figura 15 - Analise imuno-histoquimica anti-HSP70 no tecido do figado de

camundongos mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia

ferruginata.
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Legenda: N - Controle negativo da reagdo. A — Figado do animal do grupo controle; B - Figado do animal
tratado com 50 mg kg™'; C - Figado do animal tratado com 100 mg kg'; D - Figado do animal tratado com 200
mg kg'; E - Figado do animal tratado com 300 mg kg™'; F - Figado do animal tratado com 2000 mg kg™'. (400X).

Barra: 400 pm. Os asteriscos nas figuras mostram a expressdo da proteina anti-HSP70, em diferentes dosagens

com a planta Miconia ferruginata.



Figura 16 - Analise imuno-histoquimica anti-HSP70 no tecido do pulmio de
camundongos mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia

ferruginata.

Legenda: N - Controle negativo da reacdo; A — Pulmdo do animal do grupo controle; B - Pulmdo do animal
tratado com 50 mg kg™'; C - Pulmao do animal tratado com 100 mg kg™'; D - Pulmio do animal tratado com 200
mg kg'; E - Pulmio do animal tratado com 300 mg kg™'; F - Pulmio do animal tratado com 2000 mg kg™.
(400X). Barra: 400 pm. Os asteriscos nas figuras mostram a expressao da proteina anti-HSP70, em diferentes

dosagens com a planta Miconia ferruginata.
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Figura 17 - Analise imuno-histoquimica anti-HSP70 no tecido do musculo tibial direito
de camundongos mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de

Miconia ferruginata.
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Legenda: N - Controle negativo de reacdo; A — Musculo Tibial anterior de animal do grupo controle; B -
Miusculo Tibial anterior de animal tratado com 50 mg kg'; C - Musculo Tibial anterior de animal tratado com
100 mg kg'; D - Misculo Tibial anterior de animal tratado com 200 mg kg'; E - Musculo Tibial anterior de
animal tratado com300 mg kg™'; F - Musculo Tibial anterior de animal tratado com 2000 mg kg™ (400X). Barra:
400 pum. Os asteriscos nas figuras mostram a expressdo da proteina anti-HSP70, em diferentes dosagens com a

planta Miconia ferruginata.



Figura 18 - Anailise imuno-histoquimica anti-MCL-1 no tecido do figado de

camundongos mdx tratados com diferentes doses do extrato aquoso de folhas de Miconia

ferruginata.
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Legenda: N - Controle negativo da reagdo. A — Figado do animal do grupo controle; B - Figado do animal
tratado com 50 mg kg™'; C - Figado do animal tratado com 100 mg kg™'; D - Figado do animal tratado com 200
mg kg™'; E - Figado do animal tratado com 300 mg kg™'; F - Figado do animal tratado com 2000 mg kg™'. (400X).
Barra: 400 pm. Os asteriscos nas figuras mostram a expressao da proteina anti-MCL1, em diferentes dosagens

com a planta Miconia ferruginata.
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6 DISCUSSAO

Na presente pesquisa foi possivel observar um efeito terapéutico, tanto sobre a
reducdo da inflamagdo tecidual quanto na reducdo da fibrose e marcadores de estresse tecidual
nos camundongos mdx tratados com o extrato bruto aquoso das folhas de M. ferruginata, nas
doses de 200, 100 e, especialmente na dose de 50 mg/Kg. A DLsy estimada para este extrato
foi de 1000 mg/Kg, sendo considerado de toxicidade moderada. O uso popular ¢ o
conhecimento tradicional associado tém sido muito utilizados para nortear a busca de novos
compostos bioativos para diversos fins terapéuticos. Assim, os levantamentos etnobotanicos
se tornam uma ferramenta valiosa nessa selecdo de plantas para bioprospeccdao de produtos
naturais (BASSO et al., 2005; SACCARO JR, 2011; PALMA & PALMA, 2012). Segundo
ALMEIDA & BANDEIRA (2010) o infuso das folhas da espécie M. ferruginata apresenta
uso medicinal para fins anti-inflamatorios, como dores de garganta e dermatites. Tendo isso
em vista, para este trabalho foi selecionado a forma popular de uso, onde foi avaliado o
extrato aquoso das folhas obtidas por infusdo. Levando em conta o principio dos 3R’s
(reducdo, substituicao e refinamento) (TANNENBAUM & BENNETT, 2015), este trabalho
realizou uma avaliagdo de toxicidade aguda em dose unica segundo os critérios da OECD
(2001), associado a avaliagdes do efeito terapéutico sobre os parametros clinicos,
morfologicos, inflamatdrios, sobre a resposta a regeneragao e deposicao de colageno (fibrose)
em camundongos mdx, tratados com diferentes doses de extrato aquoso das folhas de M.
ferruginata.

Para assegurar o uso das plantas medicinais se faz necessario realizar testes tanto de
eficacia quanto de segurangca (TALALAY, 2001; VILAS BOAS, 2006). Desta forma, a
toxicidade aguda ¢ o teste de bioatividade capaz de determinar efeitos adversos de curta
duracdo apds a administragdo da droga em uma tnica dose (OECD, 2001). Vale ressaltar que,
o screening hipocratico consiste em avaliacdo comportamental 1til na triagem toxicoldgica de
plantas (LUCIO et al., 2000). Neste teste, o extrato aquoso das folhas de M. ferruginata
mostrou-se toxico na dosagem de 2000 mg/kg, sendo classificado na categoria 4 da GHS
(OEDC, 2001), uma vez que houve morte de todos os animais no periodo de até 48 horas. O
efeito toxico acentuado observado nesta dose, pode ser atribuido a presenca de saponinas nas
folhas da planta (BARROSO, 2015). As saponinas sao metabodltos secundarios hemoliticos de
caracteristica anfipatica, que reduzem a tensdo superficial da dgua e levando a formagao de
espuma, quando em soluc¢do aquosa. Essa capacidade de interacdo com esterois, presentes na

membrana plasmatica, especialmente de eritrocitos, pode acarretar um aumento da



permeabilidade da membrana, provocando a entrada de ions e agua para o interior das células
com consequente ruptura celular e grande quantidade de hemolise (KARABALIEV &
KOCHEYV, 2003). Essa capacidade hemolitica das saponinas pode, entdo estar relacionados ao
efeito toxico observado na maior dose, visto que este metabolito se encontrava mais
concentrado.

Além disso, os animais apresentaram sinais de toxicidade nos parametros
comportamentais e clinicos avaliados, como agitagdo seguida de letargia, auséncia de
respostas ao toque e reflexos, reducao do consumo de agua, alimento e, consequente reducao
do peso. Além da perda da massa corporal, a auséncia de consumo de agua e ragdo consistem
em fortes indicadores de toxicidade sistémica de um composto (MELO, 2001; TEO et al.,
2002), reforcando a toxicidade observada para dose de 2000 mg/kg. Outra observacao que se
pode propor para essa dose, ¢ que as reagdes comportamentais apoés a administragdo
intraperitoneal do extrato podem ser devido a uma alteracdo do equilibrio dos
neurotransmissores excitatorios e inibitorios. Visto que, inicialmente houve uma agita¢ao por
parte dos animais, possivelmente devido a liberagdo de neurotransmissores excitatorios e/ou
inibicdo da sua recaptagdo (SILVA, 2002). No entanto, apds cerca de 8 horas apos a
administracdo do extrato foi observado um grave efeito depressor, possivelmente pelo
esgotamento das vesiculas sindpticas dos neurotransmissores excitatorios, ou estimulagdo
prolongada direta de neurotransmissores inibitérios (GOODMAN & GILMAN, 2012). Desta
forma, pode-se sugerir que o extrato aquoso das folhas de M. ferruginata na dose de 2000
mg/kg pode possuir alguma atividade sedativa ou depressora do SNC, porém faz-se
necessario ensaios especificos para determinar essa possivel agdo.

Na segunda maior dose avaliada, de 300 mg/kg, ndo foram observadas alteragdes
comportamentais nem clinicas, além da auséncia de morte. Assim, segundo critérios da
OECD para determinagao da DLsy, o valor foi considerado de toxicidade moderada, sendo
estimado em 1000 mg/kg. Este valor ¢ considerado aceitavel para extratos brutos, uma vez
que extratos sao classificados como nocivos quando apresentam DLsy < 25 mg/kg
(REPETTO, 1997). Neste estudo também foi avaliado doses menores que 300 mg/kg, para se
investigar os efeitos farmacologicos/terapéuticos in vivo, especialmente o possivel efeito
regenerativo e anti-inflamatorio do extrato no modelo animal da distrofia de Duchenne.

Um dos aspectos mais relevantes do estudo da DMD ¢ a avaliacao de mecanismos de
inducdo e controle da resposta inflamatoria cronica observada nesta patologia, tanto em

humanos como no modelo experimental de mdx (HORITA & CRUZ, 2017). Provavelmente, a
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regulacdo inflamatéria é um evento chave no controle da progressdo da doenga, onde a
principal terapia farmacolégica consiste no uso prolongado de glicocorticoides e
imunossupressores, mas essa terapéutica possui muitos efeitos colaterais graves
(CIAFALONI & MOXLEY, 2008; ABDEL-HAMID & CLEMENS, 2012; DE LUCA, 2012;
WEIN et al., 2015). Porém os mecanismos pelos quais os glicocorticoides atuam na melhora
do quadro da DMD, ainda ¢ desconhecido (CAMPBELL & JACOB, 2003), mas foram
apontados possivel atuacdo destes na melhora da miogénese, aumento do anabolismo proteico
com aumento da massa muscular, aumento dos niveis musculares de creatina e taurina,
melhora na estabilizacdo do sarcolema e no transiente intracelular do célcio, entre outras
hipoteses (FEDER et al., 2010).

Assim, a pesquisa de plantas com potencial anti-inflamatério e com menores efeitos
toxicos se apresenta como uma alternativa eficaz, vidvel, de baixo custo e segura para os
pacientes de DMD. Nexte contexto, associado a crenga popular, ensaios in vitro, tem
demostrado que o extrato de M. ferruginata promove uma redugdo dose-dependente do burst
respiratorio de neutrofilos (LIMA, 2016; CRUZ, 2017) e da proliferagdo de linfocitos
estimulados (BARROSO, 2015), podendo ser um possivel agente anti-inflamatorio natural.
Estes resultados anteriores despertaram o interesse em se avaliar concomitatimente os efeitos
anti-inflamatdrios, anti-fibroticos, regenerativos e a toxicidade do extrato aquoso das folhas
de M. ferruginata nesta pesquisa. Visto que, os compostos presentes no extrato aquoso, tais
como os flavonoides e taninos ja foram relatados apresentar acdo antioxidante e anti-
inflamatéria (GREGORIO et al., 2005; ATESSAHIN et al, 2007; BIESALSKI, 2007;
SANDHAR et al., 2011).

O modelo murino da DMD, o camundongo mdx possui particularidades
histopatologicas tipicas da distrofia muscular pseudo-hipertrofica. Os animais, entre 4 e 12
semanas de idade apresentam ciclos de regeneragdo pds-necrose, com multiplos focos
necroéticos, infiltracdo inflamatoria densa e liberagdo de altas concentracdes de creatina
quinase no plasma (KLYEN et al., 2011). O tecido pulmonar apresenta aumento de fibras
colagenas por todo parénquima pulmonar, caracteristico de fibrose (LESSA et al., 2015).
Assim como, os processos de degeneracdo e regeneragao do tecido, especialmente no
musculo, gera um processo fibrotico que persiste por toda a vida do animal. Dentre os
musculos, o diafragma ¢ o primeiro a ser acometido, sendo severamente afetado com
progressiva perda da funcdo contratil e enfraquecimento muscular, semelhante ao que se

observa na doen¢a humana (COIRAULT et al., 2003).



Neste trabalho, as alteracdes histopatologicas mais severas ocorreram nos animais
tratados com a dose 2000mg/kg em todos os tecidos avaliados. Nesta dose os tecidos
apresentavam aumento da degeneracdo hidropica com inimeras fissuras, grandes areas de
necrose e presenga de infiltrado inflamatorio denso. No musculo tibial, houve ainda aumento
da degeneracdo, lesdes musculares e do deposito de colageno. Essas alteracdes
histopatologicas, revelam que o extrato aquoso da M. ferruginata induz a um aumento do
estresse celular, condizentes com toxicidade sistémica observada nesses animais (KUMAR et
al., 2013). Além disso, o infiltrado inflamatorio exarcebado pode ter contribuido, em parte,
com o aumento das lesdes teciduais observadas (YONEKAWA & HARLAN, 2005). Os
animais tratados com a dose de 300 mg/kg, apesar de ndo apresentarem alteracdes
comportamentais, apresentaram as mesmas alteracdes histopatologicas que o grupo de
2000mg/kg, nos diferentes tecidos avaliados, porém em menor grau severidade. Revelando
que, esta dose também apresenta certa toxicidade, promovendo aumento do estresse celular,
quando comparado ao grupo controle.

Entretanto, para os animais tratados com as doses de 200, 100 e 50 mg/kg do extrato,
houve uma reducdo das alteragdes histopatologicas de forma dose-dependente. Nos tecidos
avalidos foi possivel verificar uma reducao das degeneragdes hidropicas, areas de necrose e
apoptose, e do infiltrado inflamatorio, quando comparado as alteragdes tipicas ocorridas no
grupo controle. Em que, de forma impressionante o extrato na dose de 50 mg/kg mostrou uma
reversdo do quadro de degeneragdes e necrose caracteristico da DMD, promovendo uma
regeneracdo tecidual e reducdo significativa do infiltrado inflamatério. Frente a esses
resultados, pode-se sugerir que o extrato aquoso das folhas de M. ferruginata atua como anti-
inflamatorio natural e, consequente na regeneragdo muscular. Visto que, o processo
inflamatorio promove uma aceleragdo do processo de degeneracdo muscular e progressiao da
DMD (HORITA & CRUZ, 2017), por produzir radicais livres e outros mediadores, como
oxidantes, proteases, lipidios bioativos e citocinas, substancias lesivas ao tecido afetado,
aumento assim o dano tissular (NATHAN, 2002; YONEKAWA & HARLAN, 2005). Assim,
compostos que reduzem a inflamagdo tecidual, provocam retardo da progressdo da doenca e
podem até atuar com indutores da regeneracao tecidual.

Neste contexto, os resultados obtidos nesta pesquisa podem contribuir com o
desenvolvimento de nova terapia adjuvante para a DMD. Mas ainda sdo necessarios testes

mais especificos para comprovar e esclarecer os mecanismos da agdo anti-inflamatério do
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extrato, tais como dosagens séricas e teciduais de citocinas inflamatorias, quantificagdo de
células inflamatorias, reducao do estado redox tecidual e outros.

Outro aspecto caracteristico da DMD avaliado foi a fibrose, que consiste na
deposi¢ao de componentes da matriz extracelular, especialmente fibras colagenas de forma
descontrolada e excessiva. Uma das principais caracteristicas da fibrose no DMD ¢ a
contribuicdo do processo inflamatorio nesse processo, acarretando diminuicdo da
funcionalidade tecidual (KHARRAZ et al., 2014). Os perfis celulares mais encontrados sio:
linfécitos T auxiliares, linfocitos T citotdxicos, células exterminadoras naturais (NK),
eosinodfilos e macrofagos (VILLALTA et al, 2009). Para quantificagdo da fibrose foi
utilizado a coloracdo de Picrossirius red, uma das técnicas histoquimicas mais bem
compreendidas, capazes de destacar seletivamente as redes de colageno, de forma especifica
quando combinada com a microscopia de luz polarizada (RITTIE, 2017).

Na quantificacdo percentual média da area de fibrose foi possivel observar que nas
doses de 2000 e 300 mg/kg apresentaram perfil de deposicdo de colageno semelhante ao
grupo controle, no figado e no pulmao. Ja para as doses de 200, 100 e 50 mg/kg houve uma
reducdo significativa (p<0,001) da deposicdo de colageno e, consequente menor fibrose
tecidual. Somente para o musculo tibial a dose de 2000 mg/kg mostrou um aumento da
deposicao de colageno, enquanto, as doses de 300, 200, 100 e 50 mg/kg apresentaram uma
reducdo da deposicdo de coladgeno significativa e de forma dose-dependente. Desta forma, de
acordo com os resultados aqui apresentados, ¢ possivel perceber uma associagdo direta entre a
reducdo do processo inflamatodrio e consequente redugdo da fibrose, sendo a dose de 50 mg/kg
a mais promissora.

Por fim, foi avaliado a marcagdo de proteinas intracitoplasmaticas envolvidas no
processo de citoprotecdo, quando as células estdo submetidas a condi¢des ou ambiente
adverso a sobrevivéncia, tais como aumento de temperatura, estresse osmotico, oxidativo e
outros (BUKAU & HORWICH, 1998). A HSP70 pertence ao grande grupo de proteinas
conhecidas como chaperonas moleculares, que sdo superexpressadas durante episodios
estressantes agudos e cronicos, e apresenta fungdo citoprotetora (SLIMEN et al., 2016), sendo
muito utilizadas como marcadores de niveis de estresse celular (COLE & MEYERS, 2011). Ja
a MCL-1 ¢ uma proteina da familia das proteinas Bcl-2, que apresenta agdes anti-apoptoticas.
Esta proteina estd localizada na membrana externa da mitocondria, do reticulo
endoplasmatico e do nucleo celular. A proteina MCL-1 neutraliza a fungdo pro-apoptotica de
Bim ¢ impede a ativagio de receptores de morte (WUILLEME-TOUMI et al., 2006).

Niveis aumentados de MCL-1 interferem na permeabilidade da membrana



mitocondrial e na ativacdo da via extrinseca da apoptose, contribuindo para o perfil de
resisténcia a apoptose (GASPAROTTO et al., 2011). A HSP 70, em associagdo com a co-
chaperona HSP40 pode interferir no balango de proteinas pro-apoptoticas e anti-apoptoticas,
como a Bcl-2 e MCL-1, e atuam também no balango da apoptose. Assim, a superexpressao da
proteina HSP70 exerce um papel crucial na manutengao celular, sendo considerado como um
pardmetro de estresse e lesdo celular reversivel (CASTRO el.al., 2013). J& a MCL-1
representa uma prevencao e estimulagdo a sobrevivéncia celular.

Condizente com as observacdes histopatologicas, houve uma grande expressao do
marcador de estresse celular estudado, a HSP70 em todos os 6rgaos dos animais tratados com
a dose de 2000 mg/kg. Para a dose de 300 mg/kg foi observado um moderado aumento desse
marcador quando comparado com o grupo controle. Esse dado refor¢a os achados anteriores
de toxicidade, promovida pelo extrato nestas duas doses, visto que a elevagdo desta proteina
no citoplasma ocorre quando a célula se encontra submetida a algum tipo de estresse celular
(COLE & MEYERS, 2011; CASTRO et al., 2013). As doses de 200, 100 e 50 mgkg
mostraram uma redu¢do dose-dependente desse marcador em comparagdo ao grupo controle.
Para a dose de 50 mg/kg essa redug@o superou o grupo controle. Para a marca¢ao de MCL-1
no figado, foi observado que os animais tratados com as doses de 2000 e 300 mg/kg
mostraram-se semelhantes ao grupo controle. Ja as demais doses, houve um aumento dose-
dependente da proteina, com especial destaque a dose de 50 mg/kg. Esses dados sugerem que
as doses de 200, 100 e 50 mg/kg apresentam maior protecao celular, uma vez que o aumento
da proteina antiapoptotica, MCL-1, promove uma reducdo das taxas de apoptose e aumento da
sobrevivéncia celular (WUILLEME-TOUMI et al., 2006). Nossos resultados sugerem que o
extrato nas doses de 200 e 100 mg/kg promove uma redugdo do dano celular e, consequente
reducdo da apoptose. Sendo que, a dose de 50 mg/kg mostrou ter um elevado potencial

regenerativo da degeneracao e reducdo do estresse celular, bem como efeito anti-inflamatoério.
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7 SUMARIO DE RESULTADOS

v O extrato aquoso das folhas de M. ferruginata foi considerado moderadamente toxico
quando administrado por via intraperitoneal na dose de 2000 mg/kg;

v" A DLy foi estimada em 1000 mg/kg;

v' Na dose de 2000 mg/kg houve alteragdes comportamentais segundo screening
hipocratico, além de alteracdes histologicas e morfologicas severas, além de aumento
da fibrose, marcadores de extresse celular e de processo inflamatério em todos os
tecidos avaliados (figado, pulmao e musculo tibial anterior), indicativas da toxicidade
sistémica;

v Na dose de 300 mg/kg, apesar de ndo mostrar alteragdes comportamentais e clinicas
houve alteragdes histologicas, morfologicas, presenca consideravel de fibrose,
marcadores de estresse celular e processo inflamatorio de grau moderado, em todos os
tecidos avaliados;

v" Nas doses de 200, 100 e 50 mg/kg houve uma correlagdo dose-dependente, com
reducdo da necrose, degeneragdo celular e processo inflamatério. Bem como, redugao
dos marcadores de estresse celular, aumento da proteina anti-apoptdtica e reducdo das

areas de fibrose, especialmente no musculo tibial anterior.

8 CONCIDERACOES FINAIS
A extrato aquoso das folhas de M. ferruginata obtidos por infusdo, demonstrou
potencial anti-inflamatério, funcdo regenerativa e anti-fibrototica. Nossos dados
demonstraram possiveis efeitos promissores do uso deste extrato no tratamento de doencas
degenerativas agravadas pelo processo inflamatorio cronico, como a distrofia muscular de
Duchenne. Ainda sdo necessarias mais pesquisas, principalmente sobre os efeitos terapéuticos
e de seguranga do extrato de M. ferruginata em uso prolongado, além de investigar outros

parametros histopatologicos € moleculares envolvidos na resposta terapéutica.
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ANEXO A - PROTOCOLO DE DESIDRATACAO, DIAFANIZACAO E INCLUSAO

DOS TECIDOS
Desidratagao:
Alcool 50° Pernoite
Alcool 60° lh
Alcool 70° lh
Alcool 80° lh
Alcool 90° lh
Alcool 100° (I) 1h
Alcool 100° (II) lh
Diafanizagdo:
Xilol I lh
Xilol I1 2h
Inclusao:
Parafina histologica I Pernoite
Parafina histolégica 11 lh
Parafina histologica III Emblocagem

*A troca entre a parafina I e II ocorre dentro da estufa.



ANEXO B - PROTOCOLO DE COLORACAO - HEMATOXILA/ EOSINA

Filtrar hematoxilina e eosina

Xilol T 10 minutos

Xilol IT 10 minutos

Alcool 100 % 3 minutos

Alcool 95 % 3 minutos

Alcool 70 % 3 minutos

H,O torneira 3 minutos

Hematoxilina 10 segundos

H,O corrente 10 minutos

H,O destilada 3 banhos

Eosina 5 segundos

Alcool 95 % Super rapido

Alcool 1100 % 2 trocas

Alcool T1 100 % 2 minutos

Xilol 1 2 minutos

Xilol montagem e colagem das *Colagem das laminulas com
laminulas permount

*Deixar secar overnight
Observagao:

Para o tecido figado 50 segundos de hematoxilina e 5 segundos de eosina;
Para o tecido tibial cranial 20 segundos de hematoxilina e 5 segundos de eosina;

Para o tecido pulmao 20 segundos de hematoxilina e 5 segundos de eosina.



ANEXO C - PROTOCOLO DA REACAO DE PICROSSIRIUS RED

90

Xilol T

Xilol IT

Alcool 100 %
Alcool 95 %
Alcool 70 %
H,O da torneira
Pcrossirius red
Alcool 95 %
Alcool T 100 %
Alcool 11 100 %
Alcool-Xilol (1:1)
Xilol I

Xilo I

Montagem Colagem das laminulas

10 minutos
10 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos
25 minutos
Super rapido
2 banhos

2 minutos
2 minutos
2 minutos

2 minutos




ANEXO D - PROTOCOLO DA SILANIZACAO DAS LAMINAS

OGANOSILANO - 3' AMINOPROPYL - TRIETHOXYSILANE

Preparagdo das laminas com organosilnao (estocar a 2 - 8°C) (Usar luvas)

- Lavar as laminas com detergente a 10% ( Extran MA 02 Neutro - Merck ) diluido

em agua destilada - 10 a 20 min.
- Lavar em 4gua corrente por 30 minutos.
- Lavar em alcool a 95%.
- Secar as laminas uma a uma com pano limpo.
- Colocar na soluc¢ao com silano.

- 1° cuba - organosilano a 4% (para muitas laminas) ou 2% (para poucas laminas)

em acetona pura PA - 1 minuto.
- Retirar o excesso.
- 3° cuba - lavar em agua destilada rapidamente.

- Secar em temperatura ambiente (de preferéncia) ou em estufa a 37°C por 3 horas.




ANEXO E - PROTOCOLO DA IMUNO-HISTOQUIMICA

92

Estufa 37 °C Overnight

Xilol I 15 minutos
Xilol I 15 minutos
Alcool T 100 % 15 minutos
Alcool TI 100 % 5 minutos
Alcool 95 % 5 minutos
Alcool 70 % 5 minutos
H,O destilada 5 minutos
Tampao citrato — temperatura 5 minutos

ambiente
Tampao citrato — temperatura 95 °C 30 minutos
Tampdo citrato — temperatura 20 minutos
ambiente

H,O destilada — (sob agitacao) 2 minutos
H20 destilada —(parada) 2 minutos
Tampao PBS 5 minutos
Bloqueio Peroxidase endogena 3% 30 minutos
Tampao PBS (sob agitacdo) I 5 minutos
Tampao PBS (parado) II 5 minutos
Tampao PBS (parado) III 5 minutos

Secagem com papel filtro, contorno com caneta histoldgica ao redor dos cortes

Protein  block  (Super  Block)

Temperatura ambiente

Anticorpo (AC) 1°-4°a 8° C

5 minutos

20 horas

Secagem AC 1°




Rinsagem em tampao PBS Tampao 5 minutos

PBS I (sob agitagdo)

Tampao PBS II ( parado) 5 minutos
Tampao PBS III ( parado) 5 minutos
Anticorpo (AC) 2° - Temperatura 30 minutos
ambiente

Tampao PBS I (sob agita¢do) 5 minutos
Tampao PBS Il (parado) 5 minutos
Tampado PBS III( parado) 5 minutos
Rinsagem H,0O destilada

DAB (Chromogen Substrate Bulk 2 minutos

Pack, SeyTek Laboratories)

Rinsagem H,0 destilada

DAB (Chromogen Substrate Bulk 2 minutos
Pack, SeyTek Laboratories)

H,O destilada (sob agitagdo) 5 minutos
H,O destilada (parado) 5 minutos
Hematoxilina 20 segundos
Agua corrente 20 minutos
Alcool 70 % 2 minutos
Alcool 95 % 2 minutos
Alcool T 100% 2 minutos
Alcool TT 100% 2 minutos
Xilol I 2 minutos
Xilol IT 2 minutos

Xilol TIT Montagem *




94

Montagem das laminas com laminulas fixadas com permout.

Observagao:
Para o tecido figado 50 segundos de hematoxilina;
Para o tecido tibial cranial 20 segundos de hematoxilina;

Para o tecido pulmao 20 segundos de hematoxilina.



