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RESUMO

O &cido (snico, composto resultante do metabolismo secundério liquénico apresenta
relevantes atividades biol6gicas e diversos casos de hepatotoxicidade ja relatados. O
desenvolvimento de alternativas inovadoras, a exemplo da encapsulacdo do acido Usnico
em microesferas, permite aumentar a eficiéncia terapéutica e diminuir os seus efeitos
toxicos. Ensaios pré-clinicos sobre o ciclo reprodutivo sdo necessarios para a incorporacao
de novas moléculas na industria farmacéutica, determinando as condi¢bes de uso seguro
para a saude. Em vista disto, este trabalho objetivou a investigacdo do potencial
teratogénico do &cido Usnico encapsulado em microesferas de copolimero de acido lactico e
glicélico, como uma maneira de minimizar os seus efeitos téxicos no organismo em
desenvolvimento. As microesferas contendo acido Usnico foram preparadas utilizando a
técnica de emulsdo multipla (A/O/A), seguida de evaporacdo do solvente, e caracterizadas
através da eficiéncia de encapsulacdo. No estudo experimental de toxicidade foram
utilizadas 12 ratas Wistar, que foram submetidas ao estudo do ciclo estral no intuito de se
determinar o periodo fértil, e em seguida, pareadas com machos (2:1). Apos a confirmagéo
da gestacéo, as fémeas foram distribuidas aleatoriamente em grupos, controle (n=6) e
tratado (n=6). As fémeas do grupo controle receberam 1,0 mL de solugéo fisiolégica; e as do
grupo tratado receberam doses orais de 25 mg/kg/dia de 4cido Usnico encapsulado em
microesferas (MS-AU) durante o periodo da organogénese, pela via oral de administracdo
(gavagem). Ao 20° dia de gestacdo as fémeas foram sacrificadas e seus fetos retirados,
analisados e pesados juntamente com sua respectiva placenta. O efeito causado pelo
tratamento com as MS-AU foi avaliado através da variacdo de peso corporeo, peso do
figado, analises bioquimicas e andlises histomorfométricas do figado. As microesferas
contendo &cido Usnico apresentaram-se com uma eficiéncia de encapsulacéo de 99,0 + 0,82
%. Foi observada uma reducéo (86,12 + 20,69) de cerca de 22% no ganho de peso durante
a gestacdo quando comparado as ratas prenhes ndo tratadas (110,85 + 10,03). Nao houve
diferenca no peso dos figados em todos os grupos de animais. Ndo houve alteracdes
significativas nas enzimas aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase apés o
tratamento dos animais com o MS-UA. Os fetos provenientes dos animas tratados com MS-
AU durante a prenhez, apresentou uma diminuicao significativa no peso médio (4,65 + 0,41)
em relacdo aos ndo tratados (4,85 = 0,35), no entanto, ndo foi observado nenhum tipo de
malformacdo externa. A andlise microanatomia do figado das ratas prenhes do grupo
controle e grupo experimental estavam dentro dos padrdes de normalidade. Apesar disso,

as analises histomorfométricas revelaram um aumento no namero total de hepatdcitos, com
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médias celulares entre o grupo experimental e o controle (37,56 + 7,94; 35,48 + 6,00,
respectivamente). Como também uma diminui¢&o significativa no tamanho médio do ndcleo
destes hepatdcitos (55,89 + 13,00 um?), quanto aos demais animais do grupo controle
(58,25 + 13,00 pm?). Porém, nenhuma alteracdo foi observada para as células de kupffer e
area celular dos hepatécitos. Na analise histomorfométrica do figado dos fetos obtidos das
ratas prenhes expostas as MS-AU foi observado um aumento significativo (43,31 £ 7,17) de
aproximadamente 13% na quantidade de hepatdcitos em relagdo aos animais néo tratados;
e uma diminuicdo (0,04 £+ 0,26) de cerca de 56% no nimero de megacariocitos, comparado
ao grupo controle (0,09 = 0,37). Os dados aqui apresentados demonstram que a
administracdo de MS-AU na dose de 25 mg/kg é capaz de induzir fetotoxicidade no periodo
da organogénese. Porém, ndo sendo suficiente ao ponto de causar efeitos teratogénicos
como foi evidenciado para o composto na sua forma livre em estudos anteriores. Estes
resultados sugerem que a encapsulacdo do acido usnico ajuda a diminuir os efeitos toxicos
causados pela sua exposicdo em um periodo tdo suscetivel ao aparecimento de efeitos

teratogénicos.

Palavras chaves: metabolito secundario, liquen, encapsulacéo, fetotoxicidade, reproducéo.
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ABSTRACT

The usnic acid it is a compound resulting from lichen secondary metabolism presents
relevant biological activity and several cases of hepatotoxicity have been reported. The
development of innovative alternatives, such as the encapsulation of usnic acid
microspheres can increase the therapeutic efficiency and decrease its toxic effects. Pre-
clinical trials of the reproductive cycle are required for the incorporation of new molecules in
the pharmaceutical industry, determining the safe use of health conditions. In view of this,
this study aimed to investigate the teratogenic potential of usnic acid encapsulated into
poly(lactide-co-glicolide) microspheres as a way to minimize its toxic effects in the
developing organism. Microspheres containing ushic acid was prepared using the technique
of multiple emulsion (w/o/w), followed by evaporation of the solvent, and characterized by
encapsulation efficiency. In experimental toxicity study we used 12 Wistar rats, which were
subjected to the study of the estrous cycle in order to determine the fertile period, and then
paired with males (2: 1). Upon confirmation of pregnancy, females were randomly assigned
to groups: control (n = 6) and treated (n = 6). The control group of females received 1.0 mL
of saline solution; and the treated group received oral doses of 25 mg/kg/day of usnic acid
encapsulated in microspheres (MS-AU) during the period of organogenesis, by oral
administration (gavage). The 20" day of gestation the females were sacrificed and their
fetuses removed, analyzed and weighed along with their respective placenta. The effect
caused by the treatment with MS-AU was evaluated by body weight variation, liver weight,
biochemical analysis and histomorphometric liver analysis. Microspheres containing usnic
acid presented with an encapsulation efficiency of 99.0 + 0.82%. Was observed a reduction
(86.12 £ 20.69) of about 22% weight gain during pregnancy when compared to untreated
pregnant rats (110.85 + 10.03). There was no difference in liver weights in all groups of
animals. There were no significant changes in enzymes aspartate aminotransferase and
alanine aminotransferase after treatment of the animals with MS-AU. Fetuses from animals
treated with MS-AU during pregnancy showed a significant decrease in weight average (4.65
*+ 0.41) compared to untreated (4.85 £ 0.35), however, it was not observed any external
malformations. The microanatomy of the liver of pregnant rats in the control group and
experimental group were within normal limits. Despite this, histomorphometric analyzes
revealed an increase in the total number of hepatocytes, with cells average between the
experimental group and the control group (37.56 + 7.94 um?; 35.48 + 6.00 um?, respectively).
As well as a significant decrease in the average size of the nucleus of these hepatocytes
(55.89 + 13.00) how much the other control group (58,25 + 13,00). However, no change was

observed for cells and Kupffer cell area of hepatocytes. The histomorphometric analysis of
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the liver of fetuses obtained from pregnant rats exposed the MS-AU was observed a
significant increase (43.31 = 7.17) of approximately 13% in the amount of hepatocytes
compared to untreated animals; and a decrease (0.04 + 0.26) of about 56% in the number of
megakaryocytes, compared to the control group (0.09 = 0.37). The data presented herein
demonstrate that administration of MS-AU at the dose of 25 mg/kg is capable of inducing
Fetotoxicity the period of organogenesis. However, it is not enough as to cause teratogenic
effects as was evidenced for the compound in its free form in previous studies. These results
suggest that the encapsulation of usnic acid helps to reduce the toxic effects caused by their

exposure in a period as susceptible to the onset of teratogenic effects.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os liquens, seres resultantes da associacdo entre fungos (micobionte) e algas
(fotobionte), sdo uma das mais importantes fontes naturais de compostos biologicamente
ativos, os quais derivam de seu metabolismo primario e secundario (HONDA; VILEGAS,
1998; HUNECK, 1999). Entre os varios compostos de origem natural, resultantes do
metabolismo secundéario dos liquens, destaca-se 0 acido Usnico, um composto
extensivamente estudado nos dias atuais (MELO et al., 2008).

A literatura descreve relevantes atividades bioldgicas para o acido Usnico, tais
como: antibidtica, tuberculostatica, moluscicida, antineoplasica, antitumoral,
antiproliferativa, antifingica, antiviral, anti-inflamatéria, larvicida (FOURNET et al., 1997;
COCCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002; DE CARVALHO et al., 2005;
BOMFIM, 2009; MARTINS, 2013). No entanto, apesar das varias aplica¢des atribuidas ao
composto, ha algumas limitagbes para a sua aplicacdo terapéutica, devido as suas
propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, como baixa solubilidade, dificil interagdo com
as barreiras biolégicas e diversos casos de hepatotoxicidade ja relatados na literatura
(FRAVEAU et al.,, 2002; RIBEIRO-COSTA et al.,, 2004; PRAMYOTHIN et al., 2004;
SANCHEZ et al., 2006; SANTOS et al., 2006).

Desta forma, a utilizagdo terapéutica deste composto em forma farmacéutica
convencional torna-se muitas vezes inviavel, sendo necessarias formas farmacéuticas
alternativas para modificar as suas caracteristicas fisico-quimicas, minimizar os efeitos
toxicos e melhorar sua biodisponibilidade (RIBEIRO-COSTA et al, 2004,
KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005; RIBEIRO-COSTA et al., 2009; SANTOS et al., 2006).
Tais limitagdes impulsionaram o desenvolvimento de alternativas inovadoras, a exemplo
da encapsulacdo do acido usnico em sistemas de liberacdo controlada, que permitem
diminuir os efeitos téxicos do composto no organismo, mantendo de forma eficaz o seu
principio ativo, e potencializando a sua aplicagdo terapéutica. Uma noticia bastante

promissora no que se diz respeito a incorporacdo de novos farmacos no mercado.



(RIBEIRO-COSTA et al., 2004; SANTOS et al., 2006; SIQUEIRA-MOURA et al., 2009;
GRUMEZESCU et al., 2014; MARTINELLI et al., 2014).

A encapsulagdo do &cido Usnico em microesferas poliméricas, a destacar, as
microesferas constituidas de poliésteres dos &cidos latico e glicélico (PLGA), esta se
tornando uma alternativa bastante promissora, uma vez que apresentam estabilidade
fisico-quimica e biolégica, otimizando a liberagdo do principio ativo e podendo ser
administradas de maneira simples, além de ndo serem toxicas ao organismo (RIBEIRO-
COSTA et al., 2004; GRUMEZESCU et al., 2014).

A ampla descoberta de atividades biologicas atribuidas as substancias de origem
liquénica, como o &cido Usnico, e alguns casos de toxicidade ja relatados na literatura,
levam a necessidade de estudos pré-clinicos para avaliar o potencial dessas substancias
em provocar efeitos adversos sobre os organismos expostos, em especial, os efeitos
decorrentes da exposi¢do no periodo gestacional. Pois, de acordo com a toxicologia, toda
substancia pode ser considerada um agente toxico dependendo das condi¢des e periodo
de exposicdo, sendo capaz de causar danos graves aos individuos expostos, o que leva
a necessidade de conhecer as condi¢cbes de uso seguro dessas substancias para a
saude, possibilitando dessa forma a sua utilizagdo na terapéutica (BARROS; DAVINO,
2008).

Um dos raros estudos realizados a respeito da toxicidade do &cido Usnico na sua
forma em suspensdo durante o periodo embriofetal relatou relevantes sinais de
toxicidade na prole das fémeas prenhes tratadas. Nestes ensaios foram visualizados
reducdo na massa corpérea das fémeas prenhes tratadas, assim como a presenca de
malformacgdes na prole (SILVA, 2011, 2014).

Sabendo a importancia da compreensdo do comportamento de uma determinada
droga em um sistema bioldgico, e considerando a toxicidade do acido Usnico durante o
ciclo reprodutivo, em especial, durante o periodo embriofetal, torna-se necessario uma
investigacdo do seu potencial teratogénico na sua forma encapsulada em microesferas
durante o periodo da organogénese. Uma maneira de neutralizar os seus possiveis

efeitos toxicos em um organismo em desenvolvimento.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial toxicol6gico de microesferas biodegradaveis de copolimero

de &cido lactico e glicélico (PLGA) contendo acido Usnico sobre a prole de ratas wistar

durante o periodo da organogénese.

1.2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

Preparar microesferas biodegradaveis de copolimero de acido lactico e glicélico
(PLGA) contendo &cido Usnico, utilizando a técnica de emulsdo mdltipla A/O/A
seguida de evaporacgao do solvente;

Analisar o efeito do acido Usnico encapsulado em microesferas sobre os

parametros atribuidos as ratas prenhes (peso corporal, peso do figado);

Investigar o efeito do acido Usnico encapsulado em microesferas sobre os

parametros atribuidos a prole (peso corporal com a placenta, peso do figado,

malformacdes);

Analisar alteracdes hepaticas nas ratas prenhes através da quantificagdo
sorolégica das enzimas transaminases, aspartato aminotransferase e alanina

aminotransferase;

Analisar alteragfes histopatoldgicas no figado das ratas prenhes e dos fetos

tratados com o acido Usnico encapsulado em microesferas.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Liquens

Os liquens séo seres vivos muito simples resultantes de associa¢des simbidticas
entre um fungo, pertencente ao reino fungi, € uma alga ou cianobactéria, pertencentes as
divisbes Chlorophyta e Cyanophyta, as quais fazem parte dos reinos protista e monera,
respectivamente (CARRAZONI, 2003). Estes organismos possuem caracteristicas
morfolégicas e adaptacdes bastante distintas que os diferenciam dos organismos que
Ihes deram origem, tornando-os capazes de suportar e viver em quase todos os
ambientes terrestres, habitando dos trépicos aos polos (OKSANEN, 2006; MULLER,
2001).

Nessa associacao ocorre a formacdo de uma estrutura especifica, denominada de
talo liquénico (Figura 1.1), que difere da estrutura encontrada em cada um dos biontes
gquando se desenvolvem isoladamente. O talo liquénico é constituido principalmente pelo
ser micobionte, que se distribui por meio de filamentos flungicos (hifas), encontradas nas
extremidades do cértex e medula, protegendo o fotobionte do ressecamento e luz
intensa, permitindo sua sobrevivéncia em locais com alta incidéncia de luz. Ja o
fotobionte, é muito menos numeroso que o micobionte, e fornece vitaminas, nitrogénio e
substancias orgénicas necessarias ao desenvolvimento do fungo (COCCHIETTO et al.,
2002; PEREIRA, 2002; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2010).



Figura 1.1 - Estrutura do talo liquénico. (Cs) Cértex superior; (M) Medula; (Ci) Cértex

inferior. Fonte: http://treparriscosfieldnotebook.blogspot.com.br/2014/02/anatomia-y-

estructura-del-talo-liguenico.html. Acesso em 17.12.2015

E comum classificar o talo liquénico de acordo com seu aspecto morfologico.
Sendo classificados em foliosos (Figura 1.2A), crostosos (Figura 1.2B), fruticosos (Figura
1.2C), filamentosos (Figura 1.2D), dimorficos (Figura 1.2E), esquamulosos (Figura 1.2F).
Os liguens do tipo foliosos, apresentam-se com talos parecidos com folhas. Os crostosos,
o0 seu talo é semelhante a uma crosta, que se encontra fortemente aderida ao substrato.
Os fruticosos tém um talo que lembra a estrutura de pequenos galhos. Os filamentosos
apresebtam um dos tipos mais simples de talo, formados por filamentos entrelagados. Os
dimorficos tém seus tamanhos e formatos variados, sendo encontrados em diversos tipos
de substratos. J& os esquamulosos apresentam um talo parecido com mindsculas
escamas (PEREIRA, 2002; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2010).


http://treparriscosfieldnotebook.blogspot.com.br/2014/02/anatomia-y-estructura-del-talo-liquenico.html.%20Acesso%20em%2017.12.2015
http://treparriscosfieldnotebook.blogspot.com.br/2014/02/anatomia-y-estructura-del-talo-liquenico.html.%20Acesso%20em%2017.12.2015

Figura 1.2 - Classificacdo dos liquens. (A) folioso (Parmotrema tinctorum), (B) crostoso
(Haematomma fenzlianum), (C) fruticoso (Ramalina melanothrix), (D) filamentoso
(Dictyonema sericeum), (E) dimérfico (Cladonia didyma), (F) esquamuloso (Normandina

pulchella). Fonte: www.tropicallichens.net. Acesso em 17.12.2015

Os liqguens séo considerados importantes fontes naturais de compostos
biologicamente ativos, os quais derivam de seu metabolismo priméario e secundario. As
substancias produzidas pelos liguens séo classificadas de acordo com sua localizacdo
no talo, em substancias intracelulares e extracelulares. Os produtos acelulares sao
denominados metabdlitos primarios, responsaveis pela producdo de aminoacidos,
proteinas, glicolipideos, carboidratos e pigmentos (clorofila, xantofila e carotenos). Os
extracelulares sdo chamados de metabdlitos secundarios, ou substancias liquénicas.
Podem ser encontrados tanto na medula quanto no cortex, na forma de cristais. No talo
liquénico, estas substancias resultantes do metabolismo secundario dos liguens séo

responsaveis por mecanismos adaptativos no ambiente que estdo inseridos,


http://www.tropicallichens.net/

apresentando uma infinidade de atividades biolégicas quando isoladas (HONDA;
VILEGAS, 1998; HUNECK, 1999; ELIX, 1996; MULLER, 2001).

As substéncias liquénicas pertencem a uma vasta gama de compostos, tais como,
acidos alifaticos, meta- e para-depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos,
dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, &cidos Usnicos, terpenos e derivados do acido
pulvinico. Até o ano de 2008, ja havia cerca de 700 metabdlitos secundérios descritos
para os liquens, e a maioria deles € exclusiva desta classe de organismos (HONDA,;
VILEGAS, 1998; MOLNAR; FARKAS, 2010).

Muitos liquens possuem importancia econdmica, sendo utilizadas no tingimento
de tecidos, producdo de perfumes e cosméticos, biomonitoramento e recuperacdo de
ambientes, e alimentacdo, além das diversas propriedades medicinais (HUNECK, 1999;
BATTS; CALDER; BATTS, 2004).

Ha séculos, desde a mesopotamia, a Roccella tinctoria, uma espécie de liquen,
encontrada nas llhas Canarias e em outros lugares, era utilizada para colorir tecidos e
alimentos. Esta espécie produz um corante de cor puarpura, denominado orceina, e
constituiu uma importante fonte econdmica para o setor téxtil, principalmente no século
XVI (BEECKEN et al., 2003). Nos dias atuais, a orceina é utilizada em associagdo com o
acido acético para fins quimicos e bioquimicos, com ampla aplicacdo na citogenética
animal e vegetal, como um corante natural (COUTINHO, 2008).

Na antiguidade, existiram alguns usos e costumes interessantes com os liquens.
No Egito antigo, por exemplo, ha aproximadamente 5.000 anos atrés, a espécie
Pseudevernia furfuracea era amplamente utilizada no processo de embalsamento de
mumias (Figura 1.3), devido as suas propriedades arométicas e conservantes (LLANO,
1951).

Espécies como Evernia prunastri (musgo de carvalho), Furfuracea pseudoevernia
e Usnea barbata sdo bastante valiosas para a perfumaria francesa, comumente utilizadas
como fixadores na producdo de perfumes (Figura 1.4). A aplicacdo dos liquens na
perfumaria é atualmente uma das formas mais importantes de sua utilizagdo econdmica.
Além da producéo de perfumes, as substancias liquénicas também estédo sendo utilizadas
na fabricagédo de produtos cosméticos (PODTEROB, 2008; JOULAIN; TABACCHI, 2009).



Figura 1.3 - Liquens utilizados no processo de mumificagdo. Fonte:

http://www.solarnavigator.net/egyptian cat mummies.htm. Acesso em 18.12.2015
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Figura 1.4 - Utilizacdo dos liquens na indastria de perfumaria francesa. Perfumes
franceses. Fonte: http://www.sniffapaloozamagazine.com/ROSE.html. Acesso em
18.12.2015

Os liguens sédo usados como bioindicadores de poluicdo, pois sdo capazes de
absorver e acumular metais pesados e outros elementos quimicos, desaparecendo em
ambientes com niveis de poluicdo elevada (HONDA; VILEGAS, 1998; SOARES et al.,
2014). No Brasil, diversos estudos fazem uso destes organismos para avaliar a qualidade
do ar em areas urbanas (DE OLIVEIRA et al., 2007; MOTA FILHO et al., 2007, KAFFER;
MARTINS; VARGAS, 2012). Espécies como a Canoparmelia texana sdo utilizadas para
auxiliar no mapeamento de metais pesados no Brasil (SAIKI et al., 2007).

Alguns povos, como o0s japoneses utilizam determinados liquens para
alimentacdo; no entanto, este ndo € um habito que ocorre nos demais paises devido ao

seu baixo contetdo proteico, e seu sabor geralmente amargo. Durante o século XIX, os


http://www.solarnavigator.net/egyptian_cat_mummies.htm
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habitantes de paises como Gra-Bretanha e Russia usavam extensivamente uma espécie
de liquen, a Cetraria islandica (L.), para o preparo do pdo. Outra espécie de liquen,
conhecida por Umbilicaria esculenta, também é comumente utilizada como alimento na
cozinha asiética (Figura 1.5) (IVANOVA,; IVANOV, 2009).

Figura 1.5 - Prato asiatico com a espécie de liqguen Umbilicaria esculenta, utilizada na
alimentacdo. Fonte: https://ca.wikipedia.org/wiki/Umbilicaria esculenta. Acesso em
18.12.2015

Na medicina popular, os liguens sempre foram utilizados no tratamento de
diversas doencgas em varias partes do mundo. Na antiguidade, recomendava-se o0 uso de
Usnea barbata como uma opcdo de tratamento para diversas desordens uterinas
(XAVIER-FILHO et al., 2006).

Alguns liquens do género Parmelia tém sido utilizados para o tratamento de
diversas enfermidades na india. Dentre essas enfermidades, pode-se destacar: dores de
cabeca, doencas de pele, infeccdo urinaria, vomito, diarreia e lepra (TIWARI et al., 2011).

A espécie Thamnolia vermicularis é comumente usada na China na forma
medicinal para obtengdo de chas, conhecido por “snow tea”, indicado para tratar
hipertensédo e inflamacfes no sistema respiratorio. Sua utilizacao é bastante antiga entre
0S povos asiaticos, desde a antiguidade da medicina tradicional chinesa (WANG et al.,
2001; MANOJLOVIC et al., 2010).

Atualmente, além da ampla utilizacdo do uso dos liguens na medicina popular, a
indastria farmacéutica, principalmente da Europa, comercializa alguns medicamentos que
tém como principio ativo substéncias extraidas de liguens. Extratos da Usnea barbata
sdo comercializados na Alemanha com o nome comercial de Granobil® para dores de
garganta (Figura 1.6) (FRANKOS, 2005).


https://ca.wikipedia.org/wiki/Umbilicaria_esculenta
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Figura 1.6 - Remédio comercializado na Alemanha, tendo como principio ativo a Usnea
barbata. Fonte: http://www.dietpharm.hr/en/granobil-p419. Acesso 19.12.2015

Outra aplicagdo na industria farmacéutica europeia € a comercializacdo de
pastilhas, denominadas Isla-Mint® (Figura 1.7) e Isla-Moos®, preparadas a partir de
extratos obtidos da Cetraria islandica. Usadas para tratar doencas do trato respiratorio
superior (HECKER; VOLP, 2004). Além dessas pastilhas, outros medicamentos séo feitos
a partir da Cetraria islandica, como por exemplo, 0s xaropes expectorantes de nomes
comerciais Pulmobronquiol Plus® e Tannenblut N® (Figura 1.8).

) MIT NATORLICHEM PFEFFERMINZOL ) 30 HALSPASTILLEN
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HALS- UND HUSTENREIZ
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FLANZLICHER WIRKSTOFF

Figura 1.7 - Pastilhas Isla-Mint® comercializadas na Europa a base de Cetraria islandica.

Fonte: http://alpenpharma.ua/en/products/isla-mint-isla-moos-21. Acesso em 19.12.2015
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Figura 1.8 - Xarope a base de Cetraria islandica, de nome comercial Tannenblut N®.

Fonte: http://www.vitalsil.pt/?goods=tannenblut-n. Acesso em 19.12.2015

Importantes propriedades bioldgicas sdo atribuidas as substancias liquénicas.
Diversos estudos relatam acdo analgésica (BUGNI et al, 2009), antibacteriana
(SEGATORE et al., 2012), antiviral (SOKOLOV et al., 2012), antiproliferativa
(CAMPANELLA et al., 2000), anti-inflamatéria (VIJAYAKUMAR et al., 2000), antitumoral
(EINARSDOTTIR et al.,, 2010), antifingica (SOKOLOV et al., 2012), e antioxidante
(RANKOVIC; KOSANIC; STANOJKOVIC, 2011) de varios extratos obtidos de liquens.

Algumas substancias liquénicas sdo consideradas completamente livres de
toxidade, como é o caso da atranorina que apresenta excelente atividade anti-inflamatéria
(MAIA et al., 2002). J4 outras, como o acido fumarprotocetrarico, apresentam uma média
toxicidade, e grande eficacia contra células tumorais (SANTOS et al., 1997). E existem
ainda aquelas que apresentam excelente atividade bioldgica, mas séo insoluveis em
agua e consideradas toxicas para a sua aplicacdo na terapéutica, como o acido Usnico
(CARVALHO et al., 2005).

Diversos estudos tém sido realizados para avaliar o efeito antitumoral de alguns
compostos extraidos de varias espécies de liquens. Backorova et al. (2011) avaliaram o
efeito de quatro tipos de metabdlitos secundarios liquénicos, (parietina, acido udsnico,
acido giroférico e atranorina) contra diversas linhagens de células cancerigenas. Todos
0s compostos tiveram um efeito positivo nas linhagens analisadas; no entanto, o acido
asnico, bem como a atranorina, foram os compostos mais efetivos contra as células
cancerigenas.

O acido barbatico, extraido da espécie Cladia aggregata, foi testado frente a

quatro linhagens multirresistentes de Staphylococcus aureus. Os resultados
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demonstraram uma excelente eficacia antibacteriana, capaz de inibir a proliferacdo das
quatro linhagens estudadas (MARTINS et al., 2010).

Estudos realizados por Vijayakumar et al. (2000), a respeito da acédo anti-
inflamatdria do &cido Usnico em ratos wistar com edema de pata, revelaram uma reducgéo
significante no edema utilizando uma dosagem de 100 mg/kg de peso corpéreo, quando
comparado com o farmaco padrao (ibuprofeno), referéncia no mercado.

Ari et al. (2014) testaram a acdo antiproliferativa do extrato metandlico, obtido da
espécie Hypogymnia physodes, durante 72 horas, frente a duas linhas celulares de
cancer de mama humano: (MCF-7) e (MDA-MB-231). O extrato obtido foi capaz de
reduzir significativamente a viabilidade celular das linhagens analisadas nas
concentragbes (25-100 pg/mL). Esta citotoxicidade induzida em uma dosagem
relativamente baixa é uma propriedade bastante favoravel para um agente
anticancerigeno.

O extrato bruto, metandlico e acetbnico de algumas espécies de liquens, tais
como: (Cladonia furcata, Physodes Hypogymnia, Lasallia pustulata, Parmelia caperata e
Parmelia sulcata) foram testados por Kosani¢, Rankovi¢ e Vukojevi¢ (2011) para avaliar
sua atividade antioxidante. Os extratos dos liquens testados demonstraram uma forte
atividade antioxidante contra varios sistemas de oxidagao in vitro a depender do método
de extracdo utilizado. Dentre as espécies testadas, a Lasallia pustulata teve uma
poderosa atividade antioxidante, sendo considerada uma O6tima fonte de antioxidante
natural.

Recente ensaio realizado por Basile et al. (2015) com o parietin, metabdlito
secundario extraido do liquen Xanthoria parietina, avaliou sua atividade antimicrobiana
contra trés espécies fungicas (Candida albicans, Botrytis cinerea e Rhyzoctonia solani). O
metabdlito secundario avaliado se mostrou ativo contra as trés espécies analisadas; no
entanto, a espécie Rhizoctonia solani foi a mais sensivel, com uma concentracdo minima

inibitoria de 31,3 pg/mL.

1.3.2 Acido Usnico

1.3.2.1 Propriedades fisico-quimicas do acido usnico
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O acido usnico € uma substancia quimica de origem natural resultante do
metabolismo secundério de diversas espécies de liquens. Pode ser isolado de varios
géneros, tais como, Cladonia (Cladoniaceae), Ushea (Usneaceae), Lecanora
(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae), Parmelia (Parmeliaceae) e outros géneros
de liquens (INGLOLFSDOTTIR, 2002). Foi isolado pela primeira vez da espécie Cetraria
islandica (L) Ach, pelo pesquisador Pfaff, no ano de 1826. E um composto cristalino de
cor amarela, um derivado do dibenzofurano que possui 0 seguinte nome quimico: [2,6-
diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,90a/BH)-dibenzofurandiona; CisH1607] (Figura 1),
(COCCHIETTO et al., 2002). Caracteriza-se por ser uma substancia de baixa
solubilidade em &gua (10 mg/100 mL a 25 °C) e solavel em solventes organicos, tais
como: dimetilsulfoxido, acetona, cloroférmio, metanol, acetato de etila e diclorometano,
com um ponto de fusédo em torno de 204 °C, peso molecular de 344,32, e uma DLy, em
camundongos de inoculagdo intravenosa de 25mg/kg (BUSTINZA, 1951; MERCK
INDEX, 1989; INGOLFSDOTTIR, 2002).

Ocorre na natureza em duas formas enatioméricas (-) e (+), que indica uma projecao
angular do grupamento metil localizado na posi¢éo 9b, apresentando diversas atividades
biologicas e mecanismos de acgdo distintos a depender da forma enantiomérica
(INGOLFSDOTTIR, 2002; COCCHIETTO et al, 2002; SOKOLOV; LUZINA;
SALAKHUTDINOV, 2012).

Figura 1.9 - Estrutura quimica do &cido Usnico. Fonte: (SIQUEIRA-MOURA et al.,
2008).

1.3.2.2 Atividades bioldgicas atribuidas ao acido usnico
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1.3.2.2.1 Atividade Antimicrobiana

O A&cido usnico foi inicialmente utilizado para o tratamento de tuberculose
pulmonar (PLICHET, 1955). As primeiras avaliacbes sobre sua acdo antibacteriana
datam da década de 1950. Nestes Uultimos anos, inlmeras investigacdes tém ampliado o
conhecimento desse metabdlito liguénico como antibiético, provavelmente devido ao
aumento da incidéncia de resisténcia causada pelo uso intensivo de antibibticos
(COCCHIETTO et al., 2002).

De acordo com o trabalho de Francolini et al. (2004), o isbmero (+) do &cido
asnico modificou e inibiu a formacao de biofilmes constituidos por Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa em superficies poliméricas.

Pesquisas realizadas por Honda et al. (2010) com 26 compostos liquénicos
demonstraram que o &cido Usnico apresentou atividade antimicobacteriana frente a
Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv, e os resultados foram bastantes significativos com
uma concentracao inibitéria minima (MIC) de 62.5 pug mL-182 uM mL, quando comparado
com o padrdo (HONDA et al, 2010).

A atividade antimicrobiana do &cido Usnico foi testada contra cepas de
Staphylococcus aureus juntamente com cinco antibioticos referéncias em tratamento
(gentamicina, levofloxacina, oxacilina, clindamicina e eritromicina). A Combinag&do com a
gentamicina, clindamicina, oxacilina e eritromicina desencadeou em uma agao sinérgica,
em contrapartida, foi observado um efeito antagbnico com a levofloxacina. Estes
resultados confirmam mais uma vez a atividade antimicrobiana relatada para o acido
asnico na literatura. Sugerindo ser um bom candidato para o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos ou novas combina¢gfes de medicamentos para quimioterapia
(SEGATORE et.al., 2012).

Pompilio et al. (2013) avaliaram in vitro a atividade antiestafiloccica do acido
asnico contra trés cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, isoladas de
pacientes com fibrose cistica. O &cido Usnico apresentou-se com uma alta atividade
contra todos os isolados em uma MIC variando de (2-8 pg/mL). Sugerindo que o
composto estudado € ativo em concentracdes que sao significativamente mais baixas do
que aquelas que causam efeitos colaterais em animais, sendo considerado um potente

agente terapéutico a ser utilizado com um antibiético.

1.3.2.2.2 Atividade Antitumoral
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Morris Kupchan e Kopperman (1975) foram os primeiros a investigar sua atividade
antitumoral com o carcinoma pulmonar de Lewis em ratos. A partir dai, varios estudos
com o acido usnico foram desenvolvidos. Recentemente Singl et al. (2013), estudaram a
eficacia e os mecanismos do &cido Usnico em células A559 (NSCLC) humanas,
demonstrando uma forte atividade contra as células cancerigenas do pulmao

Em estudos da atividade antitumoral in vivo frente ao tumor experimental
sarcoma-180, observou-se uma inibicdo de 43% do tumor logo apds sua administracéo
em suspensado na regido intraperitoneal, em camundongos Swiss (SANTOS et al., 2006).

O &cido usnico e seus derivados foram testados para citotoxicidade contra cinco
linhagens diferentes de células cancerigenas humanas: leucemia linfocitica (L-1210),
leucemia mieloide cronica (K-562), adenocarcinoma da mama (MCF-7), metastase
cerebral do carcinoma da préostata (DU145) e glioblastoma (U251). O derivado 1,8-
diaminooctano foi o mais ativo, exibindo atividades semelhantes em todas as linhas
celulares estudados, induzindo apoptose. Quatro derivados de poliaminas mostram
citotoxicidade significativa nas células L-1210, com uma concentragdo meédia inibitoria
significativamente menor do que o composto original. Este estudo demonstra que a
citotoxicidade do acido Usnico pode ser melhorada pela sua conjuga¢do a uma cadeia de
poliamina (BAZIN et al., 2008).

Burlando et al. (2009) testaram cincos metabdlitos liquénicos: &cido Usnico
(Xanthoparmelia somloensis), acido salazinico (Xanthoparmelia somloensis), é&cido
vulpinico (Letharia vulpina), acido giroférico (Lasallia pustulata) e acido evérnico (Evernia
prunastri) contra as seguintes células cancerigenas: queratinécitos (HaCaT), carcinoma
da vagina (A431) e células de mesotelioma maligno (MM98). O &cido Ushico apresentou
uma alta citotoxicidade para todas as trés linhas celulares, enquanto que os acidos
salzinico, giroférico e evérnico apresentaram-se com uma baixa citotoxicidade.

Sua acgéo sobre a formacgdo e/ou estabilizagcdo dos microtubulos, que sdo alvos
nos tratamentos quimioterapicos devido ao seu importante papel na divisdo celular, foi
verificada por O'Neill et al. (2010). Células cancerigenas de mama (MCF-7) e de céancer
de pulmdo (H1299) foram tratadas por 24 horas com 29 pM de &cido Usnico, e
comparadas com farmacos de referéncia no tratamento de céncer, a vincristina (que
impede a formacdo de microtibulos) e o taxol (que estabiliza microtubulos). Os
resultados obtidos sugerem que o mecanismo anticAncer desencadeada pela acdo do

acido Usnico, ndo esta relacionada a alteragbes na formacdo e/ou estabilizagdo de
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microtubulos nas células MCF-7 e H1299. S&o0 necesséarios mais estudos que avaliem os
mecanismos envolvidos na sua atividade anticancerigena.

No ano de 2012 foi estudada a capacidade do &cido Usnico em inibir a
angiogénese tumoral in vivo, em um modelo de membrana corioalantoica de embrido de
galinha (CAM). Neste mesmo estudo também avaliou o tumor de mama humano, BCAP-
3, em que mais uma vez foi possivel constatar a sua atividade antitumoral (SONG et al.,
2012).

Brisdelli et al. (2013) avaliaram o efeito de seis metabdlitos (acidos difractaico,
lobarico, Usnico, vicanicina, variolarico e acido protoliquesterinico) sobre a proliferacédo
celular, viabilidade e espécies reativas de oxigénio para trés linhagens diferentes de
células cancerigenas humanas, MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HelLa
(adenocarcinoma colo do atero) e HCT-116 (carcinoma do célon). Neste estudo
comparativo, os metabdlitos liquénicos mostraram varios efeitos citotdxicos dependentes
da concentracgdo, tendo o &cido Usnico como 0 mais potente agente citotoxico em menor

concentracao.

1.3.2.2.3 Atividade Antiviral

Os efeitos citopéaticos do Virus Herpes simples foram inibidos in vitro quando
células de rins de macaco infectadas foram tratadas com acido Usnico nas concentragfes
de 1 a 5 ug por disco (PERRY et al., 1999).

Em um estudo clinico, realizado por Scirpa et al. (1999) observaram o efeito de
uma formulag&o vaginal contendo acido Usnico e o sulfato de zinco em 100 pacientes do
sexo feminino infectadas com o virus do papiloma humano (HPV). As pacientes tratadas
com a formulagcdo vaginal apresentaram resultados favoraveis, tanto na re-epitelizacéo
das lesdes, quanto na recorréncia de infec¢éo ao longo de um periodo de seis meses.

O écido usnico foi testado para avaliar o seu efeito na inibicdo da replicacdo do
DNA do poliomavirus em ratos. O qual foi capaz de inibir a replicacdo do DNA, tanto apos
a transfeccdo, quanto na infecgdo, mesmo em uma concentragdo de 5 pg/mL, inibindo
severamente na presencga de 10 yg/mL de acido usnico (CAMPANELLA et al., 2002).

O &cido Usnico e seus derivados foram analisados contra o virus da pandemia de
gripe A (H1N1) para determinagéo da citotoxicidade e atividade antiviral. Foram testados
um total de 26 compostos que representaram os isdmeros (+) e (-) do acido Usnico. De

acordo com os resultados, onze derivados do acido Usnico apresentaram atividade
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antiviral, e o isdmero (-) foi mais ativo em comparacdo com o isomero (+) (SOKOLQV, et.
al., 2012).

Shtro et al. (2014) demonstraram mais uma vez que os derivados do acido Usnico
séo eficientes contra o virus da gripe (H1N1). A atividade antiviral pode ser aumentada
por introducdo de porgdes laterais na molécula de acido Usnico. Neste estudo o isdmero
(-) foi quatro vezes mais eficiente do que o seu isébmero (+), 0 que corrobora para a sua

eficiéncia como substancia antigripe.

1.3.2.2.4 Atividade Anti-inflamatoria

Os seus efeitos analgésicos foram avaliadas oralmente em ratos wistar com
edema de cauda. Levando a uma diminuicdo do edema de cauda dos animais tratados
com o &cido Usnico em comparagao com os do grupo controle (OKUYAMA et al., 1995).

Vijayakumar et al. (2002) verificaram que o acido Usnico isolado do liquen
Roccella montagnei apresenta atividade anti-inflamatéria em dose dependente quando
testado em modelos animais na forma aguda e crénica. Essa acdo do composto pode
estar envolvida na inibicdo da sintese de prostaglandinas, de forma semelhante aos
farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroides.

Zheng e Tao (2011) descobriram que o acido Usnico age contra a atividade de
citocinas e mediadores pro-inflamatérios, levando a uma reducéo da excregéo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), e interleucinas (IL-6 IL-1).

Su et al. (2014) estudaram sua acgdo anti-inflamatéria por meio do edema
pulmonar agudo. E evidenciaram uma diminuicdo no numero de células inflamatérias do
pulmdo, causando uma inibicAo nos niveis de interleucinas (IL-6, IL-8) e (TNFa),
conhecidos como mediadores pré-inflamatérios. Enquanto isso foi observado um

aumento do nivel da interleucina (IL-10), um mediador anti-inflamatoério.

1.3.2.2.5 Atividade Antioxidante

Odabasoglu et al. (2006) observaram em seus estudos que o &cido Usnico exibe
um efeito antioxidante, quando usado como terapia no tratamento de Ulceras gastricas

em modelo animal. Induzindo uma inibi¢cao significativa da formagéo de espécies reativas
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de oxigénio e peroxidacéo lipidica, como também um aumento da atividade das enzimas
antioxidantes: glutationa peroxidase e superoxido dismutase.

Kohlhardt-Floehr et. al. (2010) investigaram o potencial antioxidante do &cido
asnico utilizando linfécitos humano submetidos a radiacdo ultravioleta, e constataram que
as células tiveram uma sobrevivéncia superior, mantendo suas atividades metabdlicas no
padrdo da normalidade em comparacdo com as do grupo controle.

O &cido Usnico extraido do liquen Toninia candida mostrou ter uma atividade
antioxidante in vitro bastante elevada contra o radical anion superéxido em uma
concentracdo de 197.28 pg/mL (RANKOVIC et al., 2012).

Recentes ensaios realizados indicam que o 4cido Usnico apresenta um potencial
redox ativo variavel, podendo atuar como um agente antioxidante ou pro-oxidante, de
acordo com as diferentes condigbes de sistema e/ou de ambiente celular a qual é
submetido (RABELO et al., 2012).

O potencial antioxidante do acido Usnico extraido de Ramalina roesleri foi avaliado
utiizando o método do sequestro do radical livre estavel: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). Os resultados demonstraram que o composto foi capaz de reduzir os radicais
livres na concentracéo de 396.47 ug mL2* (SISODIA; VERMA; RANI, 2013).

O mecanismo de interacdo molecular e agdo antioxidante do &cido Usnico sobre
as membranas celulares de eritr6citos humanos foram investigados por meio de
fosfolipidios sintéticos: Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e
dimyristoylphosphatidylethanolamine (DMPE) submetidos a agdo oxidante do &cido
perclorico (HCIO,). Os resultados mostraram que o acido Usnico neutraliza a capacidade
oxidativa do (HCIO4) sobre DMPC e DMPE, protegendo os eritr6citos humanos dos
efeitos deletérios causados em decorréncia da oxidagéo induzida. (SUWALSKY et al.,
2015).

1.3.2.2.6 Atividade Cicatrizante

Os efeitos do usnato de sodio (forma comercializada do acido Usnico) sobre a
proliferacdo de fibroblastos e cicatrizacdo da pele foram estudados por Jin, Dong, He
(2005). O usnato de sodio acelera o processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em
modelos animais, com uma taxa de cicatrizacdo maior do que a do grupo de controle. No
entanto, 0 processo cicatrizante ndo parece estar envolvido na estimulacdo e proliferacéo

dos fibroblastos.
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Biofilmes a base de colageno contendo acido Usnico incorporado em lipossomas
foram identificados como uma 6tima alternativa para o tratamento de queimaduras
dérmicas de segundo grau. 21 dias apdés o tratamento observou-se uma rapida
substituicdo dos colagenos (tipos Il e 1), demonstrando a eficiéncia do composto
incorporado no processo de regeneracao e cicatrizacao tecidual (NUNES et al., 2011).

Ensaios in vitro e in vivo realizados por Bruno et al. (2013) avaliaram as
propriedades cicatrizantes do acido Usnico. Os compostos apresentaram um alto
desempenho no tratamento de feridas, estimulando o fechamento das monocamadas de
gueratinécitos na regido lesionada, sugerindo seu possivel uso incorporado a farmacos

cicatrizantes.

1.3.2.2.7 Atividade Antifungica

As propriedades antifungicas do acido Usnico e do usnhato de sédio (derivado do
acido usnico) foram descritas pela primeira vez por Lachiondo (1950).

Sua atividade antifingica tem sido atribuida ao isébmero (-) do acido Usnico contra
alguns frequentes géneros de fitopatdgenos, tais como: Penicilium e Verticillium
(BROKSA et al., 1996).

Os isbmeros (-) e (+) do acido usnico foram investigados contra oito espécies de
fungos fitopatogénicos: Pythium ultimum, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani,
Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani, Stagonospora nodorum
e Ustilago maydis. A inibicdo do crescimento foi fortemente observada para as espécies,
Pythium ultimum e U. maydis em exposi¢cdo ao isdbmero (-) em comparacdo com isémero
(+) (HALAMA; VAN HALUWIN, 2004).

Nithyanand et al. (2015) verificou a sensibilidade de biofimes formados por
Candida albicans frente ao acido Usnico, o qual é a causa mais frequente de infeccdes
associadas a cateteres, e apresenta grande resisténcia a antifingicos. Os resultados
revelaram uma reducdo significante na viabilidade das células metabolicamente ativas

formadoras dos biofilmes, com uma inibicdo de 65%.

1.3.2.2.8 Atividade Moluscicida, Larvicida e Inseticida
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Martins (2013) investigou a atividade moluscicida do usnato de potassio, o qual é
sintetizado a partir do acido Usnico, em Biomphalaria glabrata e seus embrides. O usnato
de potassio matou 100% dos embrides dos caracois em uma concentracdo de 10 ppm. A
substancia estudada também foi ativa contra os individuos adultos de B. glabrata.

Os efeitos inseticidas dos enantidmeros (-) e (+) do &cido Usnico contra as larvas
de Culex pipiens L. (Diptera: Culicidae) foram testados por Cetin et al. (2008). Os
bioensaios com os enantibmeros (-) e (+) revelaram que os valores de CLso foram iguais
a 0,8 e 0,9 ppm, respectivamente. Os resultados sugerem que esses COMpostos
poderiam ser utilizados na procura de novos inseticidas.

Xyleborus fornicatus (eichh) é considerado uma das maiores pragas da espécie
Camellia sinensis, popularmente conhecida como cha da India. A atividade inseticida do
acido Usnico foi testada frente a varios estagios do ciclo de vida do X. fornicatus (ovos,
larvas, individuos imaturos e individuos adultos). O numero de individuos adultos
(machos e fémeas) que sobreviveram a exposi¢do de 75 e 100 ppm de &cido Usnico
foram de 16 e 7, respectivamente. Numeros relativamente baixos em comparagédo com o
controle. Aos 75 e 100 ppm, apenas 10 e 4 animais adultos, respectivamente,
conseguiram produzir descendentes (SAHIB et al., 2008).

O acido usnico foi avaliado contra o mosquito da dengue, o Aedes aegypti,
exibindo uma CLso de 6.61 (6.16-7.06 ppm) apos 24 horas, demonstrando sua eficacia
contra 0 mosquito transmissor. No entanto, nesta concentracdo avaliada, o mesmo
mostrou-se ser toxico para outros animais invertebrados nos ecossistemas (BOMFIM et
al., 2009).

Quatro metabdlitos secundarios foram estudados (acido Usnico, atranorina, acido
3-hydroxyphysodic e &cido giroférico) contra larvas do mosquito Culiseta longiareolata.
Todos os metabdlitos tiveram uma alta atividade larvicida. Os valores da CLso € CLgo para
0 acido usnico foram iguais a 0,48 ppm e 1,54 ppm, respectivamente (CETIN et al.,
2012).

Pela primeira vez, Alabama argillacea e o seu predador, Podisus nigrispinus foram
tratados topicamente com 0,5 pL de acido Usnico purificado. Os resultados mostraram
uma reducdo na sobrevivéncia do A. argillacea a valores inferiores a 50% (MARTINS,
2013).

1.3.2.3 Mecanismo de acgéo e toxicologia do acido usnico
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Apesar das variadas atividades biologicas atribuidas ao é&cido Usnico, a sua
aplicacdo terapéutica € bastante limitada devido as suas propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis, como baixa solubilidade em agua e nos liquidos bioldgicos, toxicidade e
dificil interacdo com as barreiras bioldgicas (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005;
SANTOS et al., 2006; CHEN et al., 2014).

O mecanismo de agdo do Acido Usnico ndo estd completamente elucidado na
literatura. Alguns estudos relacionam o seu mecanismo de agao envolvido como um
desacoplador da cadeia transportadora de elétrons, afetando a funcdo mitocondrial e a
respiracdo celular. Pramyothin et al. (2004) constataram que o enantibmero (+) do acido
Usnico age alterando a integridade da membrana celular, liberando enzimas
hepatoespecificas, principalmente as transaminases (aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase), causando uma destruicdo da fun¢cdo mitocondrial, e perda no
controle da respiragéo celular e sintese de ATP. Um efeito similar ao que acontece com o
tetracloreto de carbono, envolvendo a geragdo aumentada de radicais livres, que resulta
na injuria da membrana celular, mitocondrial, peroxidagéo lipidica e morte celular.

O desacoplamento da fosforilagdo oxidativa pode ser avaliado através da
diminuicdo na quantidade de difosfato de adenosina (ADP). Em um estudo utilizando
mitocondrias do figado de ratos foi relatado que o acido Usnico a uma concentracdo tao
baixa, quanto 0,75 pM, é capaz de inibir 50% da proporcao de difosfato de adenosina
(ADP). Em concentragdes mais elevadas observou-se o completo desacoplamento da
fosforilagéo oxidativa (ABO-KHATWA et al., 1996).

Os estudos de Han et al. (2004) corroboram que o &cido Usnico inibe a funcdo
mitocondrial, levando ao aumento da producdo de oxigénio reativo e estresse oxidativo
nas células, causando reducao nos niveis de ATP e morte celular. Culturas de hepatdcitos
tratadas com 5 uM de &cido Usnico resultou em efeitos hepatotéxicos severos, com 98%
de necrose em um periodo de 16 horas.

Nos Estados Unidos o acido Usnico foi comercializado fazendo parte de um dos
ingredientes de suplementos alimentares para a reducdo de peso (Lipokinetix®). O
Lipokinetix® era um produto de multicomponentes. A capsula continha 25 mg de cloridrato
de norefedrina, 100 mg de &acido uUsnico, 100 mg de 3,5 Diiodo-L-Tironina, 3 mg de
cloridrato de ioimbina, e 100 mg de cafeina. Existem evidéncias de que o composto atua
como um desacoplador da fosforilagdo oxidativa mitocondrial. O consumo da droga leva a
hepatotoxicidade grave dependendo da quantidade de capsulas ingeridas. Algumas
pessoas que consumiram este suplemento alimentar desenvolveram insuficiéncia

hepatica, sendo necessario o transplante do 6rgéo (FAVREAU et al., 2002).
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O UCP-1 (BDC Nutrigdo, Richmond, KY) também foi comercializado para induzir a
perda de peso. A dosagem recomendada era de trés cépsulas, trés vezes ao dia,
contendo 150 mg de &cido Usnico, 525 mg de carnitina e 1050 mg de piruvato de calcio. O
consumo levou ao desenvolvimento de graves relatos de insuficiéncia hepatica em dois
pacientes (SANCHEZ et al., 2006).

As lesdes hepaticas decorrentes da exposicao ao acido usnico estdo relacionadas
com o desacoplamento e inibicAo da fosforilagdo oxidativa, aumento do estresse
oxidativo, peroxidacao lipidica e deplecéo de glutationa (GSH) (JOSEPH et al., 2009).

Sahu et al. (2012) demonstram a toxicidade do acido Usnico em células HepG2
(hepatoblastoma), sugerindo um mecanismo oxidativo de acdo. A exposicdo ao acido
asnico resultou em aumento do estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial nas células
tratadas. Também se observou uma significativa diminuicdo na regulacdo de dois genes
(CYP7TA1l e CYP2El) associados com stress metabdlico oxidativo, metabolismo e
ativagdo de muitos substratos toxicolégicos.

O seu mecanismo de agdo em células humanas HepG2 aumentou a atividade da
caspase-3/7, proteina que desempenha um papel central na fase de execugdo da
apoptose celular (CHEN et al. 2014).

15 mg/kg de &cido Usnico administrado durante 15 dias em camundongos swiss
machos, induziu um quadro de hepatotoxicidade nos animais expostos, o qual esta
diretamente relacionado a um aumento das espécies reativas de oxigénio e inibicao da
funcdo mitocondrial. Uma queda nos niveis de ATP celular também foi detectada apés
tratamento com &cido Usnico, confirmando a perturbacdo na bioenergética mitocondrial
(SANTOS et al., 2006).

Recentes investigacbes do seu potencial toxicol6gico em neonatos expostos
durante o periodo da organogénese revelaram alteragcdes histolégicas no figado dos fetos
expostos. Os animais tratados nas dosagens de 15mg/kg e 25mg/kg revelaram uma
reducdo no numero de megacariécitos, alterando o processo de formacao dessas células,
e consequentemente provocando uma deficiéncia na cascata da coagulagéo inicial do
organismo. Um aumento no numero de hepatécitos foi observado para a dose de
25mg/kg. Estes resultados demonstram a toxicidade induzida pelo acido Usnico durante a
organdgenese, na qual a dose considerada mais toxica foi a de 25 mg/kg (SILVA, 2014).

A expressédo das proteinas (heatshock protein 60 (HSP60), peroxiredoxin-4 (prx4)
e endoplasmic reticulum protein 29 (ERp29) associadas com o stress oxidativo,
metabolismo lipidico, e varias outras vias moleculares, apresentaram-se alteradas nos

animais tratados com o acido Usnico, de acordo com os estudos realizados por Liu et al.
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(2012). Estes resultados sugerem que os alvos primarios da hepatotoxicidade causada

pelo &cido Usnico sejam o reticulo endoplasmético e as mitocondrias.

1.3.3 Sistemas de Liberacao Controlada

A toxicidade das substancias liquénicas que apresentam comprovada eficiéncia
terapéutica, € um dos problemas a serem resolvidos a partir do uso de novas formas de
administracdo que possam melhorar a sua biodisponibilidade e diminuir os seus efeitos
toxicos (RIBEIRO-COSTA et al., 2004).

Os sistemas de liberagdo controlada sdo sistemas desenvolvidos para modificar a
liberacdo de farmacos. Séao definidos como aqueles sistemas nos quais o agente ativo é
liberado de forma continua e prolongada. Apresentam inUmeras vantagens em relacdo as
formas farmacéuticas convencionais, tais como: liberagdo progressiva do farmaco;
direcionamento a alvos especificos; protecdo do principio ativo; aumento da
biodisponibilidade; reducdo do numero de doses e quantidade do farmaco administrado,
assim como a manutencdo da concentracdo constante do principio ativo no plasma
dentro de sua faixa terapéutica; diminuicdo de efeitos colaterais; e reducdo dos custos na
salde (BRANNON-PEPPAS, 1995; FREIBERG e ZHU, 2004; BARROCAS et al., 2007,
PEZINNI, 2007).

Em um sistema de liberag&o convencional, os niveis plasmaticos do principio ativo
podem aumentar além do necessario atingindo niveis téxicos, e diminuir rapidamente a
medida que o farmaco é metabolizado, caindo em um rapido periodo de tempo para
niveis abaixo do terapéutico (Figura 1.10). O controle da concentragdo terapéutica € um
mecanismo importante, pois diminui significativamente a toxicidade (PETITTI et al.,
2008).
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Figura 1.10 - Comparagdo das variagbes de concentragdes do principio ativo
administrado em formas farmacéuticas convencionais e de sistemas de liberacdo
controlada. Administragdo convencional (a), administracdo por meio de sistemas
liberacdo controlada (b), Aplicacdo do farmaco (Al, A2, A3, A4). Fonte: (LYRA et al.,
2007).

Para proporcionar uma liberacédo lenta e dentro da faixa terapéutica, o principio
ativo encontra-se ligado a um transportador, ou seja, um carreador, o qual € o grande
responsavel por controlar as caracteristicas fisico-quimicas desfavoraveis do farmaco. A
composi¢cdo dos carreadores é de natureza muito variada (lipidica, inorgénica e
polimérica), dentre estes, 0 de natureza polimérica sdo os mais investigados e utilizados.
Os carreadores devem ser escolhidos com base nas caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco e via de administracdo. Entre os principais carreadores utilizados atualmente,
destacam-se o0s lipossomas, as ciclodextrinas e as microesferas (LOPES; LOBO;
COSTA, 2003; PETITTI et al., 2008).

A eficiéncia dos sistemas de libera¢do controlada depende da escolha do material
a ser utilizado na confec¢cdo dos carreadores. Entre as varias opcdes, 0s materiais
poliméricos sdo a classe de materiais mais investigados para o desenvolvimento de
sistemas de liberacéo cotrolada, devido a sua boa estabilidade fisico-quimica e biolégica,
e a ampla variedade de polimeros existentes: naturais, sintéticos ou semi-sintéticos
(VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Os polimeros sao amplamente utilizados na indlstria farmacéutica para a entrega
de agentes terapéuticos, tais como, proteinas macromoleculares, peptideos, vacinas,

genes, antigenos, fatores de crescimento, dentre outros, pelo fato de permitirem uma
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liberacdo lenta e gradual do agente ativo, direcionando a alvos especificos no organismo
(tecido ou 6rgéo) (LOPES; LOBO; COSTA, 2003; MUNDARGI et al., 2008).

Existe uma grande quantidade de polimeros naturais, o0s quais sao
biodegradaveis, que podem ser utilizados como carreadores, destacando-se a albumina,
os alginatos, a celulose, o amido e a quitosana. No entanto, existe um problema acerca
do uso de polimeros naturais devido ao fato deles frequentemente levarem muito tempo
para serem degradados, retardando a liberagdo do farmaco no organismo, além de
incompatibilidade com alguns constituintes das formulacbes (HANS; LOWMAN, 2002;
SEVERINO et al., 2011).

Atualmente, preferem-se o uso de polimeros sintéticos biodegradaveis pela
facilidade de modificacdo de sua caracteristica quimica, biocompatibilidade e diminuicédo
dos efeitos toxicos. Dentre os polimeros sintéticos mais comumente utilizados, destacam-
se: 0s acidos poliamino, poliamidas, poliacrilamidas, poliésteres, poliortoésteres e
poliuretanos (JAIN, 2000).

Por sofrerem biodegradacdo em meio biologico, os poliésteres alifaticos sdo os
polimeros sintéticos mais explorados nos sistemas de liberagdo controlada.
Representados pelos poli(acido lactico) PLA, poli(acido glicélico) PGA, poli(caprolactona)
(PCL) e copolimeros dos &cidos latico e glicélico (PLGA). Os copolimeros dos acidos
latico e glicolico (PLGA) merecem uma atencao especial, levam um reduzido tempo para
a sua completa degradacéao in vivo a subprodutos atéxicos (acido lactico, acido glicélico,
diéxido de carbono e agua), diminuindo as reacdes adversas decorrentes de fragmentos
de degradacao de longo periodo, desaparecendo logo depois de cumprir sua funcao, sem
a necessidade de intervencdes cirlrgicas para sua retirada (KOTWA et al, 2007;
VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; SEVERINO et al., 2011). A utilizacdo desse
polimero em sistemas de liberacdo controlada ja é aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) com comprovada seguranga para uso em humanos (SOARES et al.,
2005).

Os sistemas de liberagédo controlada preparados a partir de materiais poliméricos
sdo classificados de acordo com o mecanismo de acdo envolvido na liberagdo do
farmaco. Os sistemas controlados por difusdo sdo os mais comumente utilizados.
Encontram-se divididos em dois tipos: sistemas reservatérios: no qual o principio ativo
encontra-se aprisionado no interior de uma barreira de difuséo inerte, como exemplo: os
lipossomas, nanocapsulas, fibras ocas e microcapsulas (Figura 1.11A); e sistemas
matriciais ou monoliticos: o principio ativo encontra-se homogeneamente disperso ou

dissolvido na matriz polimérica inerte, tais como: nanosferas e microesferas (Figura
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1.11B). A quantidade de farmaco liberado dependera da solubilidade, area, espessura e
porosidade da membrana polimérica utilizada. (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008;
VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; COIMBRA, 2010).

Os sistemas matriciais € uma opgao bastante empregada na liberag@o controlada
de farmacos, oferecendo varias vantagens em relacdo aos demais sistemas: baixo custo,
eficacia na administracdo, versatilidade, e ainda permite a incorporacdo de quantidades
relativamente elevadas de farmacos. (CHIEN; LIN, 2002; FIALHO et al., 2003; LOPES;
LOBO; COSTA, 2003).

Figura 1.11 - Representacdo esquematica dos sistemas de reservatorios e sistemas
matriciais: (A) microcapsula (sistema reservatorio) e (B) microesfera (sistema matricial).

Fonte: http://www.nanoparticles.org/links/Nanosphere.jpg. Acesso em 30.12.2015

1.3.3.1 Microesferas

Microesferas sdo pequenas particulas sélidas e esféricas com tamanhos
micrométricos, designadas como microparticulas porosas que promovem a liberacéo
controlada do agente ativo (farmaco). S&o constituidas de um sistema de matriz
polimérica (natural ou sintética) contendo o farmaco uniformemente distribuido. (JAIN et
al., 2000).

A utilizacdo de microesferas poliméricas biodegradaveis estdo se tornando um
importante meio de liberacdo de agentes terapéuticos, ja que as microesferas oferecem

uma administracdo facil e ndo invasiva, protegendo o principio ativo encapsulado


http://www.nanoparticles.org/links/Nanosphere.jpg

27

(FREIBERG e ZHU, 2004; BERKLAND et al., 2004; RIBEIRO-COSTA et al 2009).
Segundo Ribeiro-Costa et al (2004) o uso de microesferas € um recurso importante para
aumentar a eficacia terapéutica de farmacos.

A literatura recente mostra que microesferas biodegradaveis podem ser
empregadas para a libertacdo da droga em doses desejadas e por implantacdo sem
procedimentos cirdrgicos. Sendo a biocompatibilidade alcancada através da utilizacéo de
polimeros naturais como a celulose, quitina e quitosano, ou pelo emprego de polimeros
sintéticos feitos a partir de monémeros que ocorrem naturalmente, tais como, acidos
lactico e glicélico (FREIBERG e ZHU, 2004).

Uma grande variedade de compostos bioativos tem sido incorporados em
microesferas (BARBATO et al., 2001; LIU et al., 2005; TANAKA et al., 2008; RIBEIRO-
COSTA et al 2009; SINGTHONG et al., 2014; YANG et al., 2015).

Microesferas de copolimero de acido latico e glicolico (PLGA) contendo o farmaco
Huperzine A, utilizado no tratamento de pacientes com a doenga de Alzheimer, foram
preparadas por Liu et al. (2005). Os testes in vivo demonstraram a capacidade das
microesferas de PLGA em liberar o farmaco encapsulado durante duas semanas
seguidas, conseguindo manter a concentragdo plasméatica do Huperzine A em um nivel
constante.

Em 2004, foi descrita pela primeira vez a encapsulacdo do &cido Usnico em
microesferas de PLGA. Os autores avaliaram a atividade antitumoral in vivo do é&cido
asnico em sua forma livre e microencapsulada. Observou-se que o grupo tratado com o
acido na sua forma livre apresentou uma inibicdo de 42%, em relag@o ao grupo controle,
enquanto que uma inibicdo de 63% para o grupo tratado com o acido encapsulado nas
microesferas (RIBEIRO-COSTA et al.,, 2004), resultando em um ganho significativo de
21%. Dessa maneira, a potencializacdo da atividade antitumoral do acido Usnico na sua
forma encapsulada, impulsionou novos estudos, a fim de explorar as suas diversas
atividades bioldgicas.

Superficies revestidas de microesferas de PLGA carregadas com o acido Usnico
foram preparadas por Grumezescu et al. (2014) e avaliadas quantitativamente quanto a
capacidade dessas superficies modificadas em controlar a formacdo de biofilmes
constituidos por Staphylococcus aureus. Testes in vitro revelaram uma excelente
biocompatibilidade, sugerindo-os como uma alternativa para o desenvolvimento de
melhores superficies atdxicas resistentes a S. aureus a serem utilizadas em materiais

hospitalares.
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Em 2008, foi realizado um estudo avaliando a toxicidade oral do &cido Usnico
encapsulado em microesferas de PLGA com uma dosagem terapéutica de 25 mg/kg
durante 28 dias. Os resultados demonstraram alteragdes estatisticamente significativas
nos niveis séricos das trasaminases hepaticas nos animais tratados com acido Usnico em
sua forma livre. Enquanto que, nos animais tratados com acido Usnico encapsulado nao
foram visualizadas alteracdes, indicando que a microencapsulacdo protegeu o 6rgéo de
possiveis lesdes provocadas. Estes resultados confirmam a hepatotoxicidade do acido
usnico apés administracédo oral, porém esta toxicidade foi remediada com a utilizacdo de
microesferas de PLGA. Em suma, os sistemas de liberacdo controlada continuam sendo
uma alternativa capaz de minimizar os efeitos colaterais promovidos pelos farmacos
(FERRAZ, 2008).

1.3.4 Toxicologia Reprodutiva

A toxicologia reprodutiva tem por objetivo esclarecer os efeitos prejudiciais
produzidos em decorréncia da exposi¢éo de drogas, sejam elas naturais ou sintéticas, no
organismo em desenvolvimento. Indicando o grau de seguranca a ser depositado em um
medicamento a ser administrado a espécie humana (LEMONICA et. al., 2008).

Todas as substancias quimicas séo toxicas em certas condi¢des de exposicao, no
entanto, para toda substancia deve haver alguma condi¢do de exposicao que seja segura
no que se refere a saude humana (MOTA, 2014). Segundo Schiler-Faccini (2002)
somente a partir da segunda metade do século XX foi que se instalou uma preocupacao
crescente quanto ao possivel efeito dessas substéncias sobre o embrido ou feto em
desenvolvimento. Tal preocupacdo foi em decorréncia de um tragico incidente na
Alemanha Oriental, por volta do inicio da década de 60, que causou deformidades
congénitas em mais de 10.000 criancas nascidas apdés a exposicao das mades a um
farmaco conhecido como talidomida, para tratar o mal estar de nauseas (KAWANO et al.,
2006).

Os estudos pré-clinicos de toxicologia reprodutiva de farmacos em modelos
animais séo essenciais para verificar o potencial de uma substancia quimica nova em
provocar efeitos adversos sobre qualquer uma das fases do processo reprodutivo,
incluindo a fertilidade, o acasalamento, o desenvolvimento embrionario e fetal, o parto, e
o desenvolvimento pés-natal dos descendentes até a maturidade reprodutiva. (SIMOES;
COL, 2000).
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O periodo de desenvolvimento embrionario e fetal nos mamiferos é marcado por
trés fases: implanta¢do, organogénese e desenvolvimento fetal. Os efeitos gerados na
fase pré-natal podem levar a disturbios irreversiveis, principalmente a exposi¢cdo no
periodo da organogénese, que € uma das fases mais suscetiveis ao aparecimento de
anormalidades no desenvolvimento, pois as alteracbes sdo produzidas durante a
formacao e/ou diferenciacéo dos orgéaos (LO; FRIENDMAN, 2002; BERNADI, 2003).

A maioria dos agentes quimicos atravessa facilmente a placenta durante o
periodo gestacional e, dessa maneira, pode-se considerar que a exposicdo materna a
agentes externos, entre esses 0s agentes quimicos, podem resultar em efeitos
importantes sobre um organismo passivo, alvo secundario desses agentes, que é o
organismo a se desenvolver (embrido e/ou feto) (Figura 1.12). A exposicdo a estes
agentes pode desencadear em diferentes respostas que podem variar desde um efeito
anti-implantacdo, alteragbes funcionais e/ou morfolégicas, retardo geral no
desenvolvimento, malformagbes e até mesmo morte. Todos os efeitos teratogénicos e
embriofetotoxicos vao ser regulados por diversos fatores, tais como: gendétipo do embrido
e/ou feto, dosagem administrada, resposta ao agente teratogénico, e o0 estagio de
desenvolvimento no qual o concepto se encontra durante 0 momento da exposicao

(WEBSTER; FREEMAN, 2001; LEMONICA et. al., 2008).

I Efeitos ireversiveis ]
I
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com avida

Compativel
com avida

Alteracdes
funcionais

11

Disfuncao

Anomalias
morfolégicas

pos-natal

teratogénico

Efeito Diminuicdo do
desenv olvimento

Efeito
mutagénico

Mutagénico
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Figura 1.12 - Efeitos gerados em decorréncia da exposicdo materna a agentes quimicos.
Fonte: (LEMONICA et. al., 2008).

A teratologia € um ramo importante da ciéncia, que junto com a toxicologia

reprodutiva estuda as anomalias e malformacfes que sdo provocados por perturbacdes
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durante o desenvolvimento embrionario e/ou fetal. Esses defeitos podem ser
deformidades, perturbagbes, displasias ou malformacdes. Malformagbes nédo estdo
limitadas a formagdo anormal dos tecidos e 6rgdos, mas também as anormalidades
quimicas. Estas alteragbes podem ser causadas pela agédo direta de um agente toxico
sobre o embrido e/ou feto ou através de acdo sobre o organismo materno (HANSEN e
YANKOWITZ, 2002; BERNARDI, 2003).

Desde a antiguidade muitas pessoas faziam e fazem até o presente momento o
uso de “produtos naturais” para tratar de diversas enfermidades, o que para muitos sao
substancias isentas de compostos quimicos, e passaram a ser sinbnimo de produtos
saudaveis, benéficos e seguros para a saude humana, o que nem sempre € algo
verdadeiro. Apesar da ampla utilizacdo dessas substancias de origem natural, as
informagfes disponiveis em relagdo aos seus efeitos durante a gestacdo ainda s&o
bastante escassos (MENGUE; MENTZ; SCHENKEL, 2001).

Alguns estudos in vivo tém demonstrado os efeitos teratogénicos, embriotoxicos e
abortivos de algumas espécies de plantas amplamente utilizadas para fins medicinais, as
quais sdo conhecidas popularmente como, arruda, espinheira santa e boldo, e que
podem afetar tanto as genitoras, quanto os seus conceptos, dependendo do periodo de
administracdo e dosagem durante a gravidez. 10mg/kg do extrato aquoso das folhas de
Arruda (Ruta chalepensis) administradas durante o periodo de pdés-implantagdo (9-17
pbés-coito) em camundongos swiss, apresenta comprovado efeito embriotoxico e
teratogénico, com o aparecimento de malformagBes 6sseas e diminuicdo do peso fetal
(GONZALES et al., 2007). Extratos hidroalcodlicos da espinheira santa (Maytenus
ilicifolia) causaram perda pés-implantacdo dos embriGes, atuando como uma substancia
abortiva na dosagem de 1000mg/kg (MONTANARI; BELILACQUA, 2002). As folhas de
boldo (Vernonia condensata) indicadas para o tratamento de desordens gastrintestinais,
enxagqueca e diarreia, possui baixa toxicidade, ocasionando um leve retardo no
crescimento fetal na dose mais elevada (2000 mg/kg) (MONTEIRO et al., 2001).

No entanto, estudos acerca do potencial toxicoldgico de substancias de origem
liquénicas durante o periodo embrionario e/ou fetal encontram-se bastante limitados,
principalmente sobre o &acido Usnico. A grande maioria dos dados disponiveis na
literatura estdo relacionados apenas as atividades bioldgicas atribuidas ao acido Usnico
(GUO et al., 2008; EINARSDOTTIR et al., 2010; PAUDEL et al., 2010; KOHLHARDT-
FLOEHR et al., 2010; LUCARINI et al., 2014).

Recentes investigacdes sobre o potencial toxicolégico do acido Usnico isolado de

Cladonia substellata em ratas Wistar durante o periodo da organogénese, revelaram que
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as fémeas tratadas com o acido Usnico na dose de 25 mg/kg demonstram um numero de
reabsorcdes maior (5 £ 1) quando comparada com o grupo controle (1,1 + 0,4). Também
foi observada uma reducdo no namero de fetos viaveis (8 + 1,4) nas fémeas tratadas
guando comparado com o grupo controle (12 + 0,51). Os fetos apresentaram alteragbes
morfolégicas como exposicao do globo ocular, presenca de uma massa celular na regido
superior do feto e atrofia dos membros superiores e inferiores. As andlises histolégicas do
figado do grupo de fetos apresentaram uma reducao significativa de megacariocitos,
quando comparados ao grupo controle. Na histomorfometria do figado da prole foi

visualizado um aumento significativo no nimero médio de hepatoécitos (SILVA, 2014).
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2.1 Resumo

Este estudo tem por objetivo avaliar a toxicidade oral do &cido Usnico encapsulado em
microesferas de copolimero de &cido lactico e glicdlico em ratos wistar durante a
organogénese. Foram utilizadas 12 ratas prenhes distribuidas aleatoriamente em grupos
controle (n=6) e tratado (n=6). Os animais do grupo controle receberam 1,0 mL de
solucéo fisiolégica; e os do grupo tratado 25 mg/kg/dia de &cido Usnico encapsulado pela
via oral de administracdo. Ao 20° dia de gestacdo as fémeas foram sacrificadas e seus
fetos retirados e analisados. Foi observado uma reducdo no ganho de peso durante a
gestacdo. N&do houve diferenca nos niveis séricos das transaminases analisadas e no
peso médio dos figados em todos os grupos de animais. Analises histomorfométricas do
figado das ratas prenhes tratadas revelaram um aumento no numero total de hepatécitos
e uma diminuicao no tamanho médio do nucleo destes hepatécitos. Nenhuma alteracéo
foi observada para area celular dos hepatécitos e nimero de células de kupffer. Os fetos
apresentaram um aumento no numero total de hepatdcitos e uma diminuicdo no namero
de megacariécitos. Estes resultados sugerem que a encapsulagéo do acido Usnico ajuda
a minimizar os efeitos téxicos causados pela exposicdo em um periodo tdo sensivel do

desenvolvimento.

Palavras chaves: metabdlito secundéario, liquen, encapsulacdo, fetotoxicidade,

reproducéo.

2.2 Abstract

This study aims to evaluate the toxicity of usnic acid encapsulated into poly(lactide-co-
glicolide) microspheres in rats during organogenesis. Were used 12 female rats pregnant
randomly assigned to group control (n = 6) and treated (n = 6). The control animals
received 1.0 ml of saline solution; and the treated group 25 mg / kg / day of usnic acid
encapsulated by the oral route of administration. In the day gestation 20th the female rats
were sacrificed and their fetuses were removed and analyzed. A reduction in weight gain
during pregnancy was observed.There was no difference in serum levels of
transaminases analyzed and in the weight of the livers of animals in all groups.
Histomorphometric analyzes of the liver of the treated female rats showed an increase in
total number of hepatocytes, and a decrease in the average core size of these
hepatocytes. No changes were observed for cell area of hepatocytes and number of

Kupffer cells. The fetuses showed a increase in total hepatocytes number, and a decrease



34

in the number of megakaryocytes. These results suggest that the encapsulation of usnic
acid helps to minimize the toxic effects caused by exposure to a very sensitive period of
development.

Keywords: secondary metabolite, lichen, encapsulation, fetotoxicity, reproduction.

2.3 Introducéao

@) acido dsnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,9a/BH)-
dibenzofurandiona; CisHisO7] € um composto de origem natural, resultante do
metabolismo secundario de liquens, considerado um dos mais importantes metabdlitos
liquénicos biologicamente ativos (Muller 2001, Cocchietto et al. 2002).

A literatura descreve relevantes propriedades farmacoldgicas atribuidas ao acido
asnico: antibidtica (Segatore et al. 2012, Pompilio et al. 2013), antitumoral (Santos et al.
2006, Burlando et al. 2009), antiviral (Sokolov et al. 2012, Shtro et al. 2014), anti-
inflamatoéria (Vijayakumar et al. 2000, Su et al. 2014), antioxidante (Behera et al. 2012,
Suwalsky et al. 2015), cicatrizante (Nunes et al. 2011, Bruno et al. 2013), antifingica
(Halama e Van 2004, Nithyanand et al. 2015), inseticida e larvicida (Sahib et al. 2008,
Bomfim et al. 2009).

Embora o acido Usnico apresente notaveis propriedades farmacoldgicas, a sua
aplicacdo terapéutica é limitada pelas suas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis,
baixa hidrossolubilidade, dificil interacdo com as barreiras bioldgicas, e diversos casos de
hepatotoxicidade ja relatados (Cocchietto et al. 2002, Fraveau et al. 2002, Han et al.
2004; Pramyothin et al. 2004, Sanchez et al. 2006).

Hoje em dia, apesar da investigacéo existente sobre a utilizagcdo farmacoldgica do
acido usnico, dados relativos a toxicidade humana séo limitados. O que leva a
necessidade de estudos pré-clinicos, entre eles, ensaios sobre o ciclo reprodutivo, para
avaliar o seu potencial em provocar efeitos adversos nos organismos expostos, em
especial, os efeitos decorrentes da exposi¢cdo no periodo gestacional. Pois, de acordo
com a toxicologia, toda substancia pode ser considerada um agente toxico, dependendo
das condicdes e periodo de exposicdo, capaz de causar danos graves e até morte aos
individuos expostos. Fazendo-se necessario conhecer as condicdes de uso seguro dessa

substancia para a saude (Barros e Davino 2008, Lemonica 2008).
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Em 2014, pela primeira vez foi realizado um estudo a respeito da toxicidade do
acido uUsnico na sua forma em suspensdo durante o periodo gestacional. As ratas
prenhes expostas a 25mg/kg do composto tiveram uma reducdo no ganho de peso
durante a gestacdo. Na prole, foram visualizadas alteracdes morfologicas, além de
exposi¢ao do globo ocular e atrofia dos membros, assim como, altera¢des histologicas no
figado, o que pode estar relacionando a um potencial teratogénico do composto (Silva
2014 dados nédo publicados). Em consequéncia, a sua utilizacdo de forma segura e
eficiente requer um sistema de suporte adequado para melhorar os seus efeitos toxicos,
bem como o seu indice terapéutico (Ribeiro-Costa et al. 2004, Santos et al. 2006).

Tais limitagbes impulsionaram o desenvolvimento de alternativas inovadoras, a
exemplo da encapsulacdo do acido usnico em sistemas de liberacdo controlada, uma
atrativa ferramenta da nanotecnologia farmacéutica, permitindo que o principio ativo seja
liberado com a velocidade de cedéncia otimizada, com reducg&o no regime de dosagens,
aumento da eficacia terapéutica e diminuicdo dos efeitos colaterais (Ribeiro-Costa et al.
2004, Santos et al. 2006, Grumezescu et al. 2014). A incorporagdo do &cido Usnico em
microesferas poliméricas biodegradaveis de copolimero de acido lactico e glicdlico esta
se tornando um importante meio de liberagdo da droga, a fim de diminuir os seus efeitos
hepatotdxicos (Ribeiro-Costa et al. 2004, Ferraz 2008 dados n&o publicados).

Tendo em vista, a importancia de se conhecer os efeitos de uma determinada
droga em um sistema bioldgico e considerando a toxicidade do acido Usnico durante o
ciclo reprodutivo, em especial, durante o periodo embriofetal, torna-se necessario uma
investigacdo do seu potencial teratogénico na sua forma encapsulada em microesferas,
durante o periodo da organogénese, como uma maneira de neutralizar 0os seus possiveis

efeitos tGxicos em um organismo em desenvolvimento.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Reagentes e amostras

O copolimero de acido lactico e glicdlico (PLGA) 50:50 (0.57 dl/g), alcool
polivinilico (PVA) (PM 30.000-70.000), polietilenoglicol (PEG) (PM 4,000), e o acido

asnico, juntamente com o crioprotetor trealose foram obtidos da Sigma-Aldrich (St Louis,
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EUA). A acetonitrila, o metanol e o diclorometano foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha), todos de grau analitico.

2.4.2 Preparacao de microesferas de PLGA contendo acido usnico

As microesferas foram preparadas pelo método de emulsdo multipla com
evaporacgéo do solvente de acordo com Ribeiro-Costa et al. (2004), em parceria com o
Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami-LIKA/UFPE. Uma emulsdo simples A/O foi
preparada dissolvendo-se 450 mg de PLGA e 10 mg de &cido Usnico em 12 mL
diclorometano. A solugédo organica foi emulsificada (Ultra-Turrax T25, IKA, Alemanha)
com 400 mg de PEG em &gua por 60 segundos a 8.000 rpm utilizando banho de gelo. A
emulsao formada foi adicionada a uma fase aquosa constituida por 50 mL de PVA 0,5% e
emulsificada por 30 s a 8.000 rpm, resultando em uma emulsdo mdltipla A/O/A. A
emulsdo resultante foi mantida sob agitagdo mecanica em um agitador de palheta a 400
rpm por 4h para evaporagdo do solvente. As microesferas foram recuperadas através de
centrifugacéo (centrifuga Kubota KN-70, Japdo) a 3.000 rpm durante 10 min, lavadas trés
vezes com 25 mL de agua destilada e dispersas no crioprotetor trealose 1% (m/v). Em
seguida, as microesferas foram congeladas a -80°C por 48h para liofilizacdo (EZ-DRY,
FTS System, EUA). Apos liofilizagdo, as microesferas foram acondicionadas em

dessecador a 25°C + 1 °C.

2.4.3 Eficiéncia de encapsulacéo das microesferas de PLGA

A eficiéncia de encapsulagcdo do &cido Usnico nas microesferas foi determinada
por espectrofotometria (Ultrospec 3000 Pro, Amersham Pharmacia Biotech, EUA).
Amostras de microesferas liofilizadas (11,5 mg) foram diluidas em 25 mL de uma mistura
de diclorometano e metanol (3:2) e submetidas a sonicacdo durante 10 min. Uma
aliquota da solucéo foi diluida até a concentracgéo teérica de 6 ug.mL™. O &cido Usnico foi
determinado em 254 nm de comprimento de onda, utilizando-se curva padrédo na faixa de
concentracédo de 2-14 ug.mL* em acetonitrila. Microesferas da formulagdo placebo foram
submetidas ao mesmo método de doseamento para demonstrar a auséncia de

interferéncia dos constituintes da formulacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.4.4 Animais experimentais

Foram utilizadas 12 ratas Wistar fornecidas pelo biotério do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, pesando cerca de 200-250g,
com 60 dias de vida. Os animais foram mantidos em gaiolas enfileiradas com ambiente
climatizado em fotoperiodo (12 horas claro/12 horas escuro) a uma temperatura
controlada de 25 °C + 2 °C com exaustéo de ar, e livre acesso de alimento ad libitum e
agua durante os experimentos. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de FEtica da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
23076.029828/2013-94).

2.4.5 Procedimento experimental

Inicialmente, as fémeas foram submetidas ao estudo do ciclo estral, no intuito de
se determinar o periodo fértil. Foram coletadas células da parede vaginal e através da
técnica de esfregaco foram preparadas laminas, que posteriormente foram coradas com
SHORR. Através de andlises microscépicas (Olympus BH-2, Japan) foi identificado o
periodo de ovulagédo, denominado estro.

Apoés a confirmacdo do periodo de ovulagdo, as fémeas foram pareadas com
machos (2:1) overnigth e o acasalamento foi confirmado no dia seguinte com a presenca
do "plug" (massa esbranquicada de espermatozoides na abertura vaginal) ou pela
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal. As primeiras 24 horas apés a
confirmacéo do acasalamento foram consideradas como dia zero (D0O) de gestacao.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos controle (n=6) e tratado
(n=6). As fémeas do grupo controle receberam 1,0 mL de soluc¢éo fisioldgica, enquanto,
as do grupo tratado receberam microesferas contendo acido Usnico na dose de 25 mg/kg

de peso corporal. Dose calculada com base no estudo da DLso (Dose Letal que

mata 50% dos animais). A administracado foi do 6° ao 15° dia de gestagdo por via oral,
dose diaria.

Durante a administracdo as fémeas foram pesadas para avaliar o ganho de massa
corporal no 0°, 6°, 10°, 14° e 20° dia de gestacdo. Apds esse periodo as fémeas foram

anestesiadas por overdose dos anestésicos cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), por
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via intramuscular, para a coleta de 3 ml de sangue, o qual foi acondicionados em tubos
adequados. As amostras de soro foram obtidas apos centrifugacdo do sangue a 3.500
rpm (centrifuga Kubota, Toquio, Japdo) durante 20 minutos, e subsequentemente sujeita
a andlises bioquimicas convencionais.

Em seguida, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico para
a abertura do Utero, e retirada dos fetos. Todos os fetos foram analisados no sentido
cranio-caudal para avaliar a presenca de malformacdes externas, e posteriormente
pesados juntamente com sua placenta. Apds o procedimento de cesérea, os fetos
considerados vivos, ou seja, aqueles que apresentaram movimentos das patas traseiras,

apos estimulos mecanicos e sinais respiratérios, também foram eutanasiados.

2.4.6 Anélise Histomorfométrica

Para registro de anomalias viscerais, foram analisados o figado das ratas adultas
e, dos fetos de cada ninhada. Apés o sacrificio, os figados foram dissecados e pesados,
posteriormente submetidos a andlises histopatologicas. Os tecidos foram mantidos em
formaldeido a 10% neutro tamponado (NBF), processados utilizando a técnica histolégica
de rotina, e incluidos em parafina. Cortes de 4 ym de espessura de cada amostra de
tecido foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), e analisados por microscopia
Optica (Olympus BH-2, Japan).

Para a anadlise histomorfométrica do figado das ratas e dos fetos, as laminas
histoldgicas foram fotografadas através do programa Motic® Imagens Plus 2.0, com uma
camera digital acoplada ao microscopio optico (Olympus BH-2, Japan), conectada ao
computador. Foram obtidas 20 fotomicrografias por lamina, em aumento total de 400X.

As fotomicrografias obtidas foram submetidas as devidas mensuracdes, utilizando
o software ImageJ versédo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Para os fetos, foram considerados as seguintes
mensuracdes: numero de hepatdcitos (NH) e nimero de megacariécitos (NM); enquanto
que, para as ratas adultas prenhes foram considerados: nimero de hepatocitos (NH),
namero de células de Kupffer (NCK), area celular dos hepatoécitos (ACH) e &rea nuclear
dos hepatécitos (ANH). Foram contabilizados 50 hepatécitos por animal para a
mensuracdo da ACH e ANH. As medidas de areas foram mensuradas em micrébmetros

guadrados (um?2).
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2.4.7 Andlises Bioquimicas

As analises bioguimicas foram conduzidas em todas as ratas adultas no final da
gestacdo para avaliar possiveis alteracbes nas funcdes hepaticas. A atividade das
transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no
soro foram realizadas por espectroscopia (Ultrospec® Pro 3000, Amersham Biosciences,
Suécia) utilizando kits de analise bioguimica (Katal Biotecnologica, Brasil).

2.4.8 Estatistica

Os valores obtidos com as devidas mensuracgdes foram avaliados estatisticamente
através do teste-t de Student (software SPSS, versdo 15.0), com significancia p <0,05. Os
resultados experimentais estdo expressos no formato de média + DP.

2.5 Resultados

Os resultados referentes a eficiéncia de encapsulacao do acido Usnico (AU) nas
microesferas, foi de 99 £ 0,82% para um montante inicial de 10 mg de AU.

Durante o periodo de administracdo oral das microesferas contendo acido Usnico
(MS-AU) na dose de 25mg/kg ndo foi registrada nenhuma morte no decorrer do
tratamento.

Analisando os parametros atribuidos as ratas prenhes tratadas com microesferas
de &cido Usnico (MS-AU), os dados coletados em relacdo a massa corporal tiveram uma
reducdo significativa no ganho de peso corpéreo (86,12 + 20,69) durante a gestacao,
guando comparado ao grupo controle (110,85 + 10,03), o que caracteriza uma diminuicéo
de cerca de 22%. Em relagdo ao peso medio dos figados néo foi evidenciada nenhuma
alteragc&o entre ambos os grupos analisados (Tabela 2.1).

Nas dosagens bioquimicas avaliadas, quanto aos niveis séricos das enzimas
transaminases, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), n&o
houve quaisquer alterac¢des significativas nos niveis das enzimas no soro (AST= 122,00 +
44,10 e ALT= 68,83 £ 11,96) em relacéo ao grupo controle (AST= 153,00 + 17,61 e ALT=
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75,17 £ 7,60). Todos os animais tratados com as MS-AU estavam dentro dos valores
referenciais, de acordo com o trabalho de Lima et al. (2014) (Tabela 2.2).

No que se refere aos pardmetros atribuidos aos fetos provenientes dos animas
tratados com MS-AU durante a prenhez, observou-se uma diminuigdo significativa no
peso médio fetal (4,65 £ 0,41) em relagdo aos animais nao tratados (4,85 + 0,35). Sendo
essa diminuigdo estatisticamente significativa (p= 0,005). N&o foi evidenciada nenhuma
alteracdo quanto ao peso médio dos figados fetais (0,33 £ 0,05) em comparacédo aos do
controle (0,35 £ 0,05) (Tabela 2.3).

Quanto a morfologia externa em ambos os grupos, foi observado que 100% dos
fetos apresentavam-se dentro da normalidade. Porém, percebeu-se que um dos Uteros
das ratas prenhes expostas as MS-AU apresentou reducdo em uma das placentas
(Figura 2.1). No entanto, néo foi observada nenhuma mudancga na coloragéo da placenta,
sem indicar alteracdes na circulagdo sanguinea e trocas materno-fetais.

A andlise microanatdmica do figado das ratas prenhes do grupo controle e grupo
experimental apresentaram lobos hepaticos constituidos por corddes de células hepéticas
anastomosadas aos capilares sinuséides. Os capilares sinuséides encontravam-se
revestidos por células endoteliais e células de Kupffer, localizadas na superficie luminal,
caracteristicas destes capilares. Também foram evidenciados limites bem definidos entre
os l6bulos hepaticos, com a organizacao tipica das estruturas dos espacos porta. Nao foi
possivel a visualizacdo do espaco de Disse, no qual se encontram presentes as células
de Ito (Figura 2.2).

O figado dos fetos obtidos das ratas prenhes do grupo controle estava dentro dos
padrdes de normalidade na analise microanatdmica. As células hepéticas estavam pouco
organizadas em corddes anastomosados aos capilares sinuséides, nao sendo possivel a
identificacdo da organizacdo lobular. Assim como ndo foi possivel a visualizacdo das
células de Kupffer e células de Ito. As estruturas tipicas dos espagos porta encontravam-
se imaturos, o que é considerado normal nesta idade gestacional (20 dias) Entre as
células hepaticas foi encontrado grande numero de células hematopoiéticas em
diferentes estagios de maturacéo, incluindo os megacariécitos (Figura 2.3).

O figado fetal dos animais experimentais também apresentou células hepaticas
pouco organizadas em corddes, as quais estavam anastomosadas aos capilares
sinusoides, com elementos do espaco porta imaturos. No entanto, notou-se uma maior
quantidade de hepatdcitos, quando comparado com a microanatomia do grupo controle.

N&o foi possivel a identificacdo das células de kupffer e células de Ito. Diversas células
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da linhagem sanguinea foram visualizadas, dentre estas, a de facil identificacdo foram os
megacariocitos (Figura 2.3).

Os resultados encontrados a partir das analises histomorfométricas do figado das
ratas prenhes expostas as MS-AU demonstraram alteracdes significativas em relagédo a
média do numero total de hepatécitos por animal. Com médias celulares entre o grupo
experimental e o controle (37,56 + 7,94; 35,48 + 6,00 respectivamente). N&o foi
observada nenhuma alteragdo na meédia da area celular dos hepatdcitos (392,42 + 79,98)
guando comparados com o0s nhdo tratados (386,26 + 85,83). Porém, ocorreu uma
diminuicdo estatisticamente significativa de aproximadamente 5% na area do nucleo
desses hepatdcitos (55,89 + 13,00), quanto aos demais animais (58,25 + 13,00) (Tabela
2.4) (Figura 2.2).

A contagem das células de Kupffer para os animais expostos as MS-AU, nao
demonstraram quaisquer altera¢des na quantidade total dessas células por animal (15,02
+ 5,06) quando comparadas com as do controle (13,97 + 3,97) (Tabela 2.4) (Figura 2.2).

A histomorfometria do figado dos fetos em relagdo ao numero total de hepatdcitos
guando administrado as MS-AU, mostrou um aumento na média destas células (43,31 +
7,17) quando comparado ao grupo controle, que obteve a média de (37,85 + 8,86),
representando um aumento significativo de aproximadamente 13%. Com relacdo a
contagem dos megacariocitos, 0os animais tratados apresentaram-se com menores
médias (0,04 + 0,26), uma diminuigdo de cerca de 56%, quando comparado aos animais
gue nao receberam as MS-AU (0,09 + 0,37) (Tabela 2.5) (Figura 2.4).

2.6 Discussao

O periodo gestacional é uma das fases bastante sensiveis do ciclo reprodutivo,
em que a exposicdo a algum tipo de composto pode resultar em retardo no
desenvolvimento intrauterino, malformacfes congénitas, e até mesmo morte fetal. Os
estudos avaliativos dos efeitos de um farmaco sobre um organismo incluem testes pré-
clinicos como os investigados neste estudo, que analisem a sua toxicidade sobre o
organismo materno e seus descendentes (Wanderley et al. 2013, Roman et al. 2014).

Segundo Louzada et al. (2008), indicios de toxicidade materna estao
relacionados com a reducdo de peso corpéreo, seguido ou ndao de diminuicdo no
consumo alimentar; assim como, por alteragcdes no peso e/ou morfologia dos 6rgéaos; e

ocorréncia de ébitos durante o periodo de tratamento. A reducdo de aproximadamente
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22% na massa corpérea durante a gestacdo observada em nossos estudos pode
representar um indicativo de toxicidade do composto na sua forma encapsulada. Embora,
deva se levar em conta os registros na literatura da acdo do &cido Usnico como um
redutor de peso, ja comercializado nos Estados Unidos como um suplemento dietético,
tendo varios casos de hepatotoxicidade associadas a perda de peso (Fraveau et al. 2002,
Durazo et al. 2004, Neff et al. 2004, Sanchez et al. 2006).

Apesar do composto na sua forma encapsulada ter causado uma diminuicdo na
massa corporea, esta, foi menor do que a observada com a administracdo do acido
asnico na sua forma em suspenséo (Silva 2014 dados nao publicados). Os resultados
demonstraram uma reducdo significativa no ganho de peso de aproximadamente 57%
durante a gestacdo, em comparagdo aos animais que ndo receberam o acido Usnico em
suspensao.

Os niveis séricos das transaminases AST e ALT s&o muitas vezes considerados
como excelentes marcadores quimicos em estudos pré-clinicos e clinicos da fungéo
hepatica. Danos no figado podem ser mensurados quanto ao aumento dos niveis destas
enzimas na corrente sanguinea, sendo este aumento quase proporcional ao nimero de
hepatdcitos afetados (Hall 2007, Ozer et al. 2008).

No presente estudo, a auséncia de alteragdo nos niveis seéricos das
transaminases analisadas no soro, confirma uma diminuicdo da hepatotoxicidade do
acido Usnico, resultante do seu encapsulamento em microesferas de PLGA. Esses
resultados corroboram os encontrados por Ferraz (2008) (dados nao publicados), apés a
administracdo de 25mg/kg de &cido Usnico na sua forma em suspensédo e encapsulado
em microesferas de PLGA, durante 28 dias em ratos machos adultos. Foi registrado um
aumento significativo de 37,5% e 30%, nos niveis séricos da ALT e AST,
respectivamente, apos tratamento com acido Usnico em suspensao, em comparagcao ao
controle. O que sugere que 0s animais desenvolveram lesfGes hepaticas, induzidas pela
exposi¢cdo ao composto. Contudo, essas alteragbes enziméticas ndo foram encontradas
apos o tratamento dos animais com o composto encapsulado. Desse modo, confirmando
a reducédo da hepatotoxicidade do acido Usnico devido a sua encapsulagéo.

Em ensaios de toxicidade sub-crébnica em camundongos swiss tratados com o
acido Usnico em suspensdo e em nanocpsulas de PLGA na dose de 15mg/kg, durante
sete dias, foi constatada uma reducdo significativa da hepatotoxicidade apds a
administracdo do composto na sua forma nanoencapsulada. Niveis plasmaticos elevados
de aproximadamente 91% e 66% da ALT e AST, respectivamente, foram registrados para

0S animais tratados com o composto em suspensdo, quando comparados aos do grupo
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controle, sugerindo uma cronica disfuncdo hepatica. Em contrapartida, os animais
tratados com as nanocapsulas de PLGA apresentaram elevacdes de cerca de 36% e
25% nos niveis plasmaticos das enzimas hepéticas, ALT e AST, respectivamente.
Confirmando que a encapsulacdo é capaz de reduzir os danos hepaticos causados por
essa substancia (Santos et al. 2006).

As muitas das alteragdes observadas durante o desenvolvimento dos conceptos
sdo especialmente devido & exposicdo da genitora a agentes quimicos, ndo havendo
necessariamente um efeito direto sobre elas. A reducdo de peso corpéreo na prole das
ratas prenhes expostas a MS-AU aponta para um efeito fetotéxico.

Uma das poucas investigacdes do potencial toxicolégico do &cido Ushico
purificado de Cladonia substellata em ratas Wistar, durante o periodo da organogénese,
mostraram relevantes sinais de fetotoxicidade. Os fetos das ratas prenhes tratadas com o
acido usnico em suspensdo nas doses de 15mg/kg e 25mg/kg, exibiram uma redugéo
significativa na massa corpérea, equivalente a 20% e 39%, quando comparadas com o
peso dos animais nao tratados. No qual, a dose considerada mais toxica foi a de 25
mg/kg (Silva 2014 dados né&o publicados). Ja os nossos achados para essa mesma
dosagem, com o composto na sua forma encapsulada, demonstraram uma reduc¢éo de
apenas 5% em relagédo ao peso do grupo controle.

Uma diminuicdo bastante expressiva no peso médio do figado desses filhotes
também foi constatada no estudo de Silva (2014) (dados néo publicados), para a dose de
25mg/kg, exibindo uma média de 0,2g por animal. Em contrapartida, nenhuma alteracéo
no peso do figado foi encontrada em nosso estudo. Comprovando mais uma vez que as
MS-AU conseguem proteger o organismo dos danos ocasionados pela exposicdo ao
composto em periodos criticos do desenvolvimento.

Segundo Lemonica et al. (2008), durante a gestacdo as anomalias morfologicas
nos fetos geralmente ocorrem no periodo da organogénese, que é a fase mais vulneravel
ao aparecimento de efeitos teratogénicos no desenvolvimento embrio-fetal. Ainda assim,
neste trabalho, ndo foi evidenciado nenhum tipo de anormalidade no desenvolvimento
anatdbmico, mesmo o &cido Usnico sendo considerado um agente com potencial
teratogénico, como foi visto para o0 composto na sua forma em suspensao.

O estudo de Silva (2014) (dados néo publicados) visualizou nos fetos a presenca
de malformagdes, tais como atrofia dos membros superiores e inferiores e saliéncia do
globo ocular, ambas, decorrentes das proles de fémeas tratadas com acido Usnico na

dose de 25 mg/kg. Isso sugere uma acdo teratogénica provocada pelo acido Usnico,
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capaz de promover anormalidades no desenvolvimento anatémico que podem ser
incompativeis com a vida.

Nas analises microanatémicas do figado de todos os animais tratados com as MS-
AU nao foi constatado nenhum tipo de alteracéo no tecido, tais como lesGes hepaticas.
Porém, alguns estudos tém demonstrado extensas areas necroticas no figado de animais
submetidos ao &cido Usnico em sua forma em suspensdo. Mas esta anormalidade foi
notavelmente reduzida em animais tratados com acido Ushico encapsulado em
nanocapsulas e/ou microesferas de PLGA (Ribeiro-Costa et al. 2004, Santos et al. 2006,
Ferraz 2008 dados n&o publicados).

A proliferacdo anormal dos hepatdcitos ocorre em varias situagdes patologicas
e/ou experimentais, influenciada por varios fatores. A administragdo de drogas
hepatotoxicas induz a proliferacdo dos hepatocitos, os quais tém a capacidade de
proliferar e regenerar a arquitetura normal do figado em condi¢Bes patologicas, sendo as
primeiras células a proliferar frente a uma agresséo no tecido hepatico, e as de maior
importancia na regeneracdo parenquimal Alguns estudos tém demonstrado o efeito de
substancias com potencial hepatétoxico e teratogénico sobre a organizagdo e estrutura
dos hepatdcitos (Domingues et al. 2009, Da Paz et al. 2010, Dos Santos et al. 2010,
Aravinthan et al. 2013).

Os resultados obtidos quanto a mensuracao dos hepatécitos demonstraram que o
acido usnico, mesmo em sua forma encapsulada, é capaz de provocar um efeito toxico
no figado de todos os animais. Em contrapartida, para minimizar a hepatotoxicidade
induzida, os hepatdcitos entraram em proliferacéo celular para uma possivel regeneragéao
do tecido hepético, um mecanismo regenerativo envolvendo um aumento no niumero de
hepatdcitos. A administracdo de MS-AU pode até ter provocado um disturbio no tecido,
mas ndo ao ponto de ocasionar necroses. A falta de estudos histomorfométricos do
figado utilizando substéncias de origem natural, assim como o acido Usnico, nos impede
de fazer comparag¢des mais precisas quanto as mensuragdes analisadas.

Um estudo de hepatotoxicidade da Mikania hirsutissima, uma planta que possui
algumas propriedades farmacologicas semelhantes ao &acido Usnico, demonstraram
diminui¢cBes significativas em relacdo a area nuclear dos hepatdcitos nos animais tratados
com as menores doses da planta (Da Paz et al. 2010). Esses resultados evidenciam o
potencial hepatotdxico da planta, assim como foi visto para o &cido ushico, mesmo que
encapsulado. Apesar das MS-AU ocasionar uma diminuicdo na é&rea nuclear dos

hepatdcitos, nenhuma alteracéo foi observada no tamanho total destas células.
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A histomorfometria das células de Kupffer para os animais expostos as MS-AU,
indica auséncia de processos inflamatérios e maiores danos hepaticos. Pois, de acordo
com Arii e Imamura (2000), estas células desempenham um papel fundamental na
manutencgdo da funcéo hepética, em circunstancias patologicas e fisiologicas, tendo como
principais fungbes, a fagocitose de particulas estranhas; a remocdo de substancias
nocivas; e a modulagéo da resposta imune, desempenhando um papel chave na resposta
inflamatoria, por meio do aumento da producdo de mediadores inflamatérios. A ativagéo
destas células em processos inflamatérios pode ser associada a sinais morfolégicos de
ativacdo, com um aumento na populacéo de células (Eguchi et al. 1991).

Todavia, evidéncias derivadas principalmente de modelos animais indicam que o
aumento das células de Kupffer esta envolvido na patogénese de algumas lesBes
hepaticas, em decorréncia da exposicdo as substancias quimicas, toxinas ou agentes
farmacologicos. Estas células liberam substancias biologicamente ativas, citocinas, que
promovem 0 processo patogénico apos a sua ativacao (Luckey e Petersen 2001, Ito et al.
2003, Ono et al. 2004, Kolios et al. 2006). Essas informacdes podem explicar a auséncia
de lesdes no tecido hepatico, que pode estar relacionada com a normalidade da
morfologia e nimero das células de kupffer nos animais tratados com MS-AU.

Estudos de toxicidade reprodutiva no periodo da organogénese com a
Betalapachona, composto de origem natural que possui algumas propriedades
semelhantes ao acido Usnico, como baixa solubilidade e diversas atividades biol6gicas
atribuidas, demonstraram auséncia de alteracdes histolégicas no figado de todos os fetos
tratados nas doses 40 mg/kg, 60 mg/kg e 160 mg/kg. Em contrapartida, a administracdo
do composto mostrou acdo abortiva e teratogénica (Almeida et al. 2009). Comparando
esses resultados com o &cido Usnico encapsulado em nosso trabalho, pode-se notar que
a administracdo de MS-AU é capaz de causar toxicidade hepatica nos fetos, embora nao
apresente nenhum tipo de efeito teratogénico, mesmo em doses menores que as
utilizadas no estudo com a Betalapachona.

No estudo de Silva (2014) (dados nado publicados), os resultados referentes a
histomorfometria do figado da prole demonstraram alteracdes em relagéo ao nimero total
de hepatdcitos e megacariécitos, quando expostos a 25 mg/kg de acido Usnico em
suspensdo durante o periodo gestacional. Foi constatado um aumento significativo de
aproximadamente 25% no numero total hepatdécitos, assim como, uma redugdo em cerca
de 53% no numero de megacariécitos quando comparado ao controle.

Os nossos achados comprovam que essas alteracdes no figado da prole podem

ser amenizadas com o tratamento do AU encapsulado em microesferas de PLGA,
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principalmente os danos nos hepatdcitos. Por outro lado, as MS-AU ndo mostraram ser
eficientes contra os danos causados sobre as células polinucleadas, os megacariécitos.
Mantendo assim, uma toxicidade sobre elas, o que pode provocar alteragdes no processo
de formac&o dessas células, levando a uma deficiéncia na cascata de coagulagao inicial
do organismo; pois, sdo0 0s megacariocitos 0s responsaveis por originar as plaquetas
sanguineas.

O modelo experimental utilizado no presente trabalho demonstrou que a
administracdo do acido Usnico na sua forma encapsulada em microesferas de PLGA é
capaz de provocar alteracfes no tecido hepético, tanto nas ratas prenhes, quanto na sua
prole. No entanto, essas alteragcbes foram em propor¢cdes bem menores do que as ja
encontradas para o acido Usnico na sua forma em suspensdo. Demonstrando que a

toxicidade do composto pode ser remediada por meio da sua encapsulacao.
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FIGURAS

Figura 1. Fetos obtidos do grupo controle (A) e grupo tratado com 25mg/kg de MS-AU
durante o periodo da organogénese (B). Seta mostrando a presenca de placenta

reduzida com interrup¢éo no desenvolvimento fetal.
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Figura 2. Fotomicrografia do figado das ratas prenhes do grupo controle (A) e grupo
tratado com 25mg/kg de MS-AU (B). Visualizagcdo dos hepatécitos (seta), os capilares
sinusoides (asteriscos), células de Kupffer (cabe¢a da seta). Coloragdo Hematoxilina e

Eosina. Aumento 400X. Barras de escala = 100 um.
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Figura 3. Fotomicrografia do figado da prole do grupo controle (A) e grupo tratado com

25mg/kg de MS-AU (B). Visualizacdo dos hepatdcitos (seta), os capilares sinusoides

(asteriscos), células da linhagem eritrocitaria (cabeca da seta). Coloracao Hematoxilina e

Eosina. Aumento 400X. Barras de escala = 100 pm.
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Figura 4. Fotomicrografia do figado da prole do grupo controle (A) e grupo tratado com

MS-AU (B). Visualizacdo dos megacariocitos (seta). Coloracdo Hematoxilina e Eosina.

Aumento 400X. Barras de escala = 100 ym.
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TABELAS

Tabela 1. Ganho de peso corporal durante a gestacdo e peso do figado das ratas
prenhes tratadas com o &cido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA na dose de
25mg/kg.

Grupo controle Grupo tratado Significancia do teste t

Variaveis (Média = DP) (Média = DP)
Peso corporal g) 110,85 + 10,03 86,12 + 20,69* 0,025
Peso figado (g) 12,36 + 1,56 12,94 + 1,35 0,504

* diferem estatisticamente ao teste t a 5% (P<0,05). Dados expressos com média +
desvio padrao (DP).

Tabela 2. Analise dos marcadores da fungédo hepatica das ratas prenhes apos dez dias

de administracdo das MS-AU na dose de 25mg/kg durante a prenhez.

Grupo controle  Grupo tratado Valores Significancia do
Variaveis (Média + DP) (Média + DP) referenciais teste t
AST (U/l) 153,00 £ 17,61 122,00 £ 44,10 61-210 0,141
ALT (U/l) 75,17 £ 7,60 68,83 + 11,96 38-82 0,299

(AST): Aspartato Aminotransferase; (ALT): Alanina Aminotransferase. Dados expressos
com média + desvio padrédo (DP).
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Tabela 3. Efeito do acido Usnico encapsulado em microesferas sobre os parametros

fetais.
Grupo controle Grupo tratado Significancia do teste t
Variaveis (Média £ DP) (Média £ DP)
Peso fetal (g) 4,85+ 0,35 4,65+ 0,41* 0,005
Peso figado (g) 0,35+ 0,06 0,33+£0,05 0,112

* diferem estatisticamente ao teste t a 5% (P<0,05). Dados expressos com média +
desvio padrao (DP).

Tabela 4. Andlise histomorfométrica do figado das ratas prenhes expostas as MS-AU

durante a prenhez.

Grupo controle Grupo tratado  Significancia do test t

Variaveis (Média + DP) (Média + DP)

NH 35,48 + 6,00 37,56 + 7,94* 0,049
ACH 386,26 + 85,83 392, 42 + 9,98 0,363
ANH 58,25 + 13,00 55,89 + 13,00* 0,026
NCK 13,97 + 3,97 15,02 + 5.06 0,121

(NH): Numero de hepatocitos; (ACH): Area celular dos hepatécitos; (ANH): Area do
nucleo dos hepatdcitos; (NCK): Numero de células de Kupffer. * diferem estatisticamente
ao teste t a 5% (P<0,05). Valores de area sdo expressos em um?2. Dados expressos com
média + desvio padrao (DP).

Tabela 5. Analise histomorfométrica do figado dos fetos provenientes das ratas prenhes
tratadas com as MS-AU durante a organogénese.

Grupo controle Grupo tratado  Significancia do teste

Variaveis (Média = DP) (Média = DP) t
NH 37,85 + 8,86 43,31+ 7,17* 0,001
NM 0,09 £ 0,37 0,04 + 0,26* 0,002

(NH): Numero de hepatécitos; (NM): Numero de megacariécitos. * diferem
estatisticamente ao teste t a 5% (P<0,05). Dados expressos com média + desvio padréao
(DP).
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CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos e o modelo experimental utilizado, € possivel
concluir que o acido Usnico pode ser classificado como um agente teratogénico, como foi
evidenciado em estudo anterior. No entanto, neste estudo a sua administracao na forma
encapsulada em microesferas de PLGA ndo gerou malformagfes fetais, como seria
esperado para um teratogénico. Mas, foi capaz de causar um efeito fetotdxico em
propor¢cdes menores do que a observada quando administrado na sua forma em
suspensao durante o periodo da organogénese. Em suma, foi revelado que a liberacao
controlada do &cido Usnico a partir das microesferas de PLGA provocou pequenas
alteracdes hepdticas, alteracdes essas, em propor¢cbes bem menores do que a

constatada para o composto na sua forma em suspensao.
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ANEXOS

ANAIS

] DA ACADEMIA BRASILEIRA

&KW/ DE CIENCIAS

LTy |

ANNALS OF THE BRAZILIAN ACADEMY OF SCIEMCES

Normas da revista:

Os Anais da Academia Brasileira de Ciéncias s&o a publicagdo oficial da Academia
Brasileira de Ciéncias, sendo publicada de forma ininterrupta desde 1929, tornando-a a mais
antiga revista cientifica brasileira. Antes dessa data, a revista era chamada Revista da
Sociedade Brasileira de Sciéncias (1917/19), depois Revista de Sciéncias
(1920/21/22/26/28), sempre com publicacdo irregular. Ainda nessa fase, vale destacar o
artigo publicado, em 1926, por Einstein, sobre a teoria da luz.

A revista ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS (ANNALS OF THE
BRAZILIAN OF SCIENCES) encoraja fortemente as submissdes online. Os trabalhos
para publicagdo deverdo ser submetidos através do site de submissdo online

(http://aabc.abc.org.br).

As instrucbes devem ser lidas cuidadosamente e seguidas integralmente. Desta forma, a
avaliacdo e publicacdo de seu artigo poderéo ser feitas com mais eficiéncia e rapidez. Os
editores reservam-se o direito de devolver artigos que nao estejam de acordo com estas

instrucdes. Os artigos devem ser escritos em inglés claro e conciso.

OBJETIVO E POLITICA EDITORIAL
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Todos os artigos submetidos devem conter pesquisa original e ainda ndo publicada ou
submetida para publicacdo. O primeiro critério para aceitacdo € a qualidade cientifica. O
uso excessivo de abreviaturas ou jargbes deve ser evitado, e os artigos devem ser
compreensiveis para uma audiéncia tdo vasta quanto possivel. Atencdo especial deve
ser dada ao Abstract, Introducéo e Discussao, que devem nitidamente chamar a atencao
para a novidade e importancia dos dados relatados. A ndo observancia desta

recomendacao poderd resultar em demora na publicagdo ou na recusa do artigo.

Os textos podem ser publicados como uma revisdo, um artigo ou como uma breve
comunicacdo. A revista é trimestral, sendo publicada nos meses de marco, junho,

setembro e dezembro.

TIPOS DE TRABALHOS

Revisfes. Revisdes sdo publicadas somente a convite. Entretanto, uma revisdo pode ser
submetida na forma de breve carta ao Editor a qualquer tempo. A carta deve informar os
tdpicos e autores da revisdo proposta e declarar a razdo do interesse particular do assunto

para a area.

Artigos. Sempre que possivel, os artigos devem ser subdivididos nas seguintes partes: 1.
Pagina de rosto; 2. Abstract (escrito em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem
abreviacdes); 3. Introducdo; 4. Materiais e Métodos; 5. Resultados; 6. Discusséo; 7.
Agradecimentos quando necessario; 8. Resumo e palavras-chave (em portugués - 0s
autores estrangeiros receberdo assisténcia); 9. Referéncias. Artigos de algumas areas,
como Ciéncias Matematicas, devem observar seu formato usual. Em certos casos pode ser
aconselhavel omitir a parte (4) e reunir as partes (5) e (6). Onde se aplicar, a parte de
Materiais e Métodos deve indicar o Comité de Etica que avaliou os procedimentos para
estudos em humanos ou as normas seguidas para a manutencdo e o0s tratamentos

experimentais em animais.

Breves comunicacdes: Breves comunicacdes devem ser enviadas em espaco duplo. Depois

da aprovacgdo nao serdo permitidas alteracdes no artigo, a fim de que somente corre¢coes de

erros tipograficos sejam feitos nas provas. Os autores dedem enviar seus artigos somente
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em versao eletronica.

PREPARO DOS ARTIGOS

Os artigos devem ser preparados em espaco duplo. Depois de aceitos nenhuma
modificagdo serd realizada, para que nas provas haja somente correcdo de erros

tipogréficos.

Tamanho dos artigos. Embora os artigos possam ter o tamanho necesséario para a
apresentacdo concisa e discussdao dos dados, artigos sucintos e cuidadosamente

preparados tém preferéncia tanto em termos de impacto quando na sua facilidade de leitura.

Tabelas e ilustracdes. Somente ilustracbes de alta qualidade serdo aceitas. Todas as
ilustracbes serdo consideradas como figuras, inclusive desenhos, graficos, mapas,
fotografias e tabelas com mais de 12 colunas ou mais de 24 linhas (méximo de figuras

gratuitas: cinco figuras). A localizacéo provavel das figuras no artigo deve ser indicada.

Figuras digitalizadas. As figuras devem ser enviadas de acordo com as seguintes
especificagbes: 1. Desenhos e ilustracbes devem ser em formato .PS/.EPS ou .CDR
(Postscript ou Corel Draw) e nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras em meio tom
devem ser no formato .TIF e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser enviada em
arquivo separado; 4. Em principio, as figuras devem ser submetidas no tamanho em que
devem aparecer na revista, i.e., largura de 8 cm (uma coluna) ou 12,6 cm (duas colunas) e
com altura maxima para cada figura menor ou igual a 22 cm. As legendas das figuras
devem ser enviadas em espaco duplo e em folha separada. Cada dimenséo linear das
menores letras e simbolos ndo deve ser menor que 2 mm depois da reducdo. Somente
figuras em preto e branco serdo aceitas. 5. Artigos de Matemética, Fisica ou Quimica
podem ser digitados em Tex, AMS-Tex ou Latex; 6. Artigos sem férmulas matematicas

podem ser enviados em .RTF ou em WORD para Windows.

P&gina de rosto. A pagina de rosto deve conter os seguintes itens: 1. Titulo do artigo (o
titulo deve ser curto, especifico e informativo); 2. Nome (s) completo (s) do (s) autor (es); 3.
Endereco profissional de cada autor; 4. Palavras-chave (4 a 6 palavras, em ordem
alfabética); 5. Titulo abreviado (até 50 letras); 6. Secdo da Academia na qual se enquadra o
artigo; 7. Indicagdo do nome, endereco, numeros de fax, telefone e endereco eletrénico do

autor a quem deve ser enderecada toda correspondéncia e prova do artigo.
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Agradecimentos. Devem ser inseridos no final do texto. Agradecimentos pessoais devem
preceder os agradecimentos a instituicbes ou agéncias. Notas de rodapé devem ser
evitadas; quando necessario, devem ser numeradas. Agradecimentos a auxilios ou bolsas,
assim como agradecimentos a colaboracdo de colegas, bem como menc¢ao a origem de um

artigo (e.g. teses) devem ser indicados nesta secgéo.

Abreviaturas. As abreviaturas devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto,
exceto no caso de abreviaturas padrédo e oficial. Unidades e seus simbolos devem estar de
acordo com os aprovados pela ABNT ou pelo Bureau International des Poids et Mesures

(SI).

Referéncias. Os autores sao responsaveis pela exatiddo das referéncias. Artigos publicados
e aceitos para publicacdo (no prelo) podem ser incluidos. Comunicacdes pessoais devem
ser autorizadas por escrito pelas pessoas envolvidas. Referéncias a teses, abstracts de
reunides, simpédsios (ndo publicados em revistas indexadas) e artigos em preparo ou
submetidos mas ainda ndo aceitos, podem ser citados no texto como (Smith et al.

unpublished data) e ndo devem ser incluidos na lista de referéncias.

As referéncias devem ser citadas no texto como, por exemplo, (Smith 2004), (Smith and
Wesson 2005) ou, para trés ou mais autores, (Smith et al. 2006). Dois ou mais artigos do
mesmo autor no mesmo ano devem ser distinguidos por letras, e.g. (Smith 2004a), (Smith
2004b) etc. Artigos com trés ou mais autores com 0 mesmo primeiro autor e ano de

publicacdo também devem ser distinguidos por letras.

As referéncias devem ser listadas em ordem alfabética do primeiro autor sempre na ordem
do sobrenome XY no qual X e Y sdo as iniciais. Se houver mais de 10 autores, use o
primeiro seguido de et al. As referéncias devem ter o nome do artigo. Os nomes das
revistas devem ser abreviados. Para as abrevia¢gfes corretas, consultar a listagem de base
de dados na qual a revista é indexada ou consulte a World List of Scientific Periodicals. A
abreviatura para os Anais da Academia Brasileira de Ciéncias € An Acad Bras Cienc. Os

seguintes exemplos sdo considerados como guia geral para as referéncias.

Artigos
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Recife, 24 de outubro de 2013.
Oficio n® 641/13

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para Prof.° Nicacio Henrique da Silva

Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Bioquimica e Fisiologia

Processo n® 23076.029828/2013-94

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Estudo da Embriotoxidade de Acido Usnico Livre e
Encapsulado em Ratos Wistar".

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas irternacionais estabelecidas pelo
Naticnal Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientficos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origam dos animais: Biotérid, Fazenda, Aviario, Biotério Atenciosamente,
do Departamento de Nutrigio; Animais: Ratos Wistar; NP I Q LA
Idade: 90 dias; Peso: 300g. Sexo: mancho e fémea; N°| ([ €Ly ¢ ( L1
total de Animais: 45.
Fpﬁﬁv:ginmufﬁ
SAPE 2008604
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