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RESUMO

O acido Usnico, composto resultante do metabolismo secundario liquénico apresenta
relevantes atividades biolodgicas, tais como, antitumoral, antiproliferativa e antiviral. Porém, a
sua aplicacdo terapéutica é bastante limitado devido o composto ser considerado
hepatotdxico. Recentes ensaios preliminares da toxicidade do acido usnico durante a prenhez
de ratas Wistar relataram relevantes sinais de toxicidade na prole proveniente das fémeas
tratadas, com alteragdes morfolégicas nos membros dos neonatos. Diante disso, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a deposicao de colageno na cartilagem hialina dos membros
da prole de ratas prenhas expostas ao acido Usnico na sua forma livre. Foram utilizadas 12
ratas wistar prenhas distribuidas aleatoriamente nos grupos controle (n=6) e tratado (n=6), e
analisados 60 fetos distribuidos 30 fetos para cada grupo. As ratas do grupo controle
receberam 1,0 mL de solucdo fisioldgica, e as do grupo tratado 25 mg/kg de acido Usnico de
Cladonia substellata purificado, através da via oral de administracdo. Ao 20° dia de gestacao
as fémeas foram eutanasiadas e seus fetos retirados para analise dos membros. Os resultados
da analise microscépica revelaram alteragdes durante a formacdo dssea, com retardo na
proliferacdo dos condrocitos e diminuicdo na quantidade de condrdcitos hipertroficos. Na
analise histomorfométrica, a quantidade de colageno nos membros dos fetos no grupo tratado
foi significativamente menor do que a do grupo controle. Com base nestes resultados pode-se
inferir que a administracdo do &cido Usnico de C. substellata purificado na dose de 25 mg/kg
durante o periodo gestacional acarretou alteracdes degenerativas sobre o desenvolvimento

0sseo e deposicdo do colageno.

Palavras-chave: Fetotoxicidade. Liquens. Tecido 6sseo.



ABSTRACT

Usnic acid is a chemical compound of natural origin resulting from secondary lichen
metabolites that present relevant biological activities, such as antitumoral, antiproliferative
and antiviral. However, its therapeutic applications are limited. Recent tests point out the
potential toxicity caused by the usnic acid showing signs of toxicity in the offspring of treated
pregnant rats, resulting in morphological changes in the limbs of neonates during the period
of organogenesis. Therefore, the present study aimed to evaluate the deposition of collagen in
the hyaline cartilage of offspring of pregnant rats exposed to the unic acid in its free form. 12
female Wistar rats in pregnancy were randomly distributed in the control group (n= 6) and
treatment group (n= 6), and analyzed 60 fetuses, distributed 30 fetuses for each group. The
female from the control group received a 1.0 mL of physiological solution and the treatment
group received 25 mg/kg of purified usnic acid by oral administration. At the 20th day of
gestation, all females were euthanized and their fetuses were removed. The microscopic
analysis of the limbs from the treatment group showed alterations in their bone formation,
such as delay in chondrocyte proliferation and decrease in the amount of hypertrophic
chondrocytes. Furthermore, the amount of collagen in the fetal limbs from the treatment group
was lower than the control group. Based on these results, it can be inferred that the
administration of Cladonia substellata purified single dose at a dose of 25 mg/kg during the

gestational period causes degenerative changes on bone development and collagen deposition.

Keywords: Fetotoxicity. Lichens. Bone tissue.
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1 INTRODUCAO
Os liquens séo resultantes da associagdo simbidtica entre fungos (micobionte) e uma

alga ou cianobactéria (fotobionte), fazem parte de um grupo extremamente diverso, que
variam desde formas muito simples até estruturas morfologicas e anatdbmicas muito
complexas (KAFFER et al., 2010). Sdo uma das mais importantes fontes naturais de
compostos biologicamente ativos, 0s quais derivam de seu metabolismo primario e secundario
(HONDA; VILEGAS, 1998; HUNECK, 1999). De todos os metabdlitos secundarios
liqguénicos, destaca-se o &cido Usnico, o0 qual é extensivamente estudado, devida as suas
diversas atividades biologicas (NUNES et al., 2010).

O &cido Usnico, composto de origem natural resultante do metabolismo secundério de
liguens é descrito na literatura com varias propriedades farmacologicas, tais como:
antitumoral, antimicrobiano, antiviral, antiproliferativo e anti-inflamatério (FOURNET et al.,
1997; COCCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002; DE CARVALHO et al., 2005;
BOMFIM, 2009; MARTINS, 2013). Apesar dessas diversas atividades biologicas ja relatadas
existem algumas limitagdes para sua aplicacdo terapéutica, como a alta hepatoxicidade,
teratogenicidade, baixa hidrossolubilidade, e consequentemente uma diminui¢do na eficacia
terapéutica (FRAVEAU et al., 2002; RIBEIRO-COSTA et al., 2004; PRAMYOTHIN et al.,
2004; SANCHEZ et al., 2006; SANTOS et al., 2006).

Recentes ensaios preliminares da toxidade reprodutiva do &cido Usnico durante o
periodo da organogénese relatam relevantes sinais de toxicidade na prole de ratas prenhes
tratadas. Os fetos provenientes das fémeas submetidas ao tratamento com acido Usnico nédo
conseguiram prosseguir o seu desenvolvimento, e nos que prosseguiram foram visualizados a
presenca de malformac6es, como atrofia dos membros superiores e inferiores. Assim, o &cido
usnico foi capaz de promover o aparecimento de anormalidades no desenvolvimento
anatdmico (SILVA, 2014).

Existem compostos que possuem interacfes negativas com o sistema esquelético,
principalmente no que se diz respeito a exacerbacdo na dosagem da droga e, a sua utilizacdo
em fases criticas do desenvolvimento, como o periodo gestacional e a idade infantil
(DUEWELHENKE; KRUT O; EYSEL, 2007).

Experimentos realizados com a isotretinoina (acido 13-cis-retindico), um derivado da
vitamina A, que apresenta algumas propriedades farmacoldgicas semelhantes ao acido Usnico,
como atividade antitumoral, demonstraram alteracdes na ossificacdo endocondral. Os animais

expostos ao farmaco apresentaram um retardo no processo de ossificacdo devido a uma
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lentiddo no processo de proliferacdo celular, assim como na producdo da matriz osteGide,
formacao da epifise, diéfise, peridsteo e mineraliza¢do 6ssea (PARCCELLI et al., 2015).

A ossificacdo endocondral é a principal responsavel pela formacgdo dos 0ssos curtos e
longos, a qual se inicia com um molde de cartilagem hialina. Este tipo de ossificacdo depende
da proliferacdo e diferenciagdo da cartilagem hialina para sua formagéo (INADA et al., 2004,
MACKIE; TATARCZUCH; MIRAMS, 2011).

Segundo Velosa et al. 2003, o bom funcionamento dos componentes celulares e
extracelulares da cartilagem hialina é de fundamental importancia para a formacdo da
ossificagdo endocondral. E entre os componentes da matriz extracelular da cartilagem hialina
destaca-se o colageno do tipo Il, que constitui aproximadamente de 10-30% da sua matriz
organica fornecendo suporte ao tecido.

As Alteracdes esqueléticas durante o desenvolvimento embriofetal podem esta
diretamente relacionadas as alteragBes sobre as redes de colageno e outras proteinas
especializadas que compdem os tecidos. A diminui¢do do colageno pode implicar em efeitos
drasticos no organismo em desenvolvimento, ndo somente a nivel 6sseo, mas também nas
demais regides que apresentam coldgeno em sua constituicdo (GUSTAFSSON et al., 2003;
SILVA; PENNA, 2012).

De acordo com os pressupostos tedricos referidos e os poucos relatos na literatura da
acdo do &cido usnico sobre o sistema esquelético, torna-se relevante estudos que avaliem a
influéncia do &cido usnico purificado de Cladonia substellata na deposi¢do de colageno na
cartilagem hialina dos membros anteriores e posteriores da prole de ratas prenhes expostas ao

composto.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LIQUENS

Os liquens s@o associagOes de dois organismos diferentes que se constituem
basicamente de um fungo (micobionte) com uma ou mais alga e/ou cianobactéria (fotobionte).
Estima-se que existam cerca de 17.000 espécies conhecidas de liquens, com dezenas de novas
espécies sendo descobertas a cada ano. Sdo considerados cosmopolitas, podem ser
encontrados tantos em ambientes luminosos como sombreados, e suportam condig¢oes
extremas de temperatura e umidade (NASH, 2008; COCHIETTO et al., 2002 VERA et al.,
2002, 2004).

O talo liquénico é classificado de acordo com seu aspecto morfolégico, como foliosos
(Figura 1.2A), crostosos (Figura 1.2B), fruticosos (Figura 1.2C), filamentosos (Figura 1.2D),
dimorficos (Figura 1.2E), esquamulosos (Figura 1.2F). Fixam-se em diferentes tipos de
substratos, como rochas, solos, folhas, galhos e troncos de arvores (MARTINS, 2008;
BUDEL; SCHEIDEGGER, 2008).

Figura 1 - Classificacdo dos liquens.

Os liquens séo classificados em: (A) folioso (Parmotrema tinctorum), (B) crostoso
(Haematomma fenzlianum), (C) fruticoso (Ramalina melanothrix), (D) filamentoso
(Dictyonema sericeum), (E) dimorfico (Cladonia didyma), (F) esquamuloso (Normandina
pulchella). Fonte: www.tropicallichens.net. Acesso em 14.12.2016.
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Estes organismos s&o considerados importantes fontes naturais de compostos
biologicamente ativos, os quais derivam de seu metabolismo primario e secundario. De
acordo com a localizacdo no talo, as substancias produzidas pelos liquens sdo classificadas em
produtos intra e extracelulares (HONDA,; VILEGAS, 1998).

Os produtos intracelulares sdo chamados de metabolitos primérios e estdo ligados na
parede celular, dentre eles, os carotendides, os aminoacidos, as proteinas, os glicolipideos e 0s
carboidratos. Ja os produtos extracelulares sdo denominados metabolitos secundarios,
encontrados na medula ou no coértex, raramente nas duas camadas. Estas substancias
resultantes do metabolismo secundéario dos liquens apresentam uma infinidade de atividades
bioldgicas quando isoladas (HONDA; VILEGAS, 1998; HUNECK, 1999; ELIX, 1996;
MULLER, 2001).

Vérias substancias liquénicas tém sido estudadas no ponto de vista farmacologico.
Tais substdncias sdo na sua maioria compostos fendlico, dentre eles &cidos alifaticos,
depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos, antraquinonas, acido Usnico, terpenos e derivados
do acido pulvinico (NUNES et al., 2010)

Diversos metabdlitos de liquens possuem propriedades bioldgicas. Pesquisas revelam
as propriedades de liquens como antibi6tico, principalmente sobre as bactérias gram-positivas
(BEZIVIN et al., 2003), antiproliferativa (CAMPANELLA et al., 2002), anti-HIV
(NEAMATI et al, 1997), antitumoral (EINARSDOTTIR et al., 2010) e antioxidante
(RANKOVIC; KOSANIC; STANOJKOVIC, 2011).

Os liquens possuem uma grande importancia econdmica, sendo utilizados em
indUstrias de perfumes, no tingimento de tecidos, na alimentacdo, além das diversas
propriedades medicinais (HUNECK, 1999; BATTS; CALDER; BATTS, 2004). Além disso,
os liqguens cumprem um importante papel ecoldgico de fixadores de nitrogénio em
ecossistemas aridas e constituem grande parte da biomassa de organismos autotréficos em
ambientes de baixa disponibilidade de nutrientes (NASH, 2008; WILL-WOLF et al., 2004).
S&o usados como bioindicadores de poluicdo, pois séo capazes de absorver e acumular metais
pesados e outros elementos quimicos (HONDA; VILEGAS, 1998; SOARES et al., 2014).

2.2 ACIDO USNICO

@) acido dsnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,90/BH)-
dibenzofurandiona; CigHi160;] (Figura 1), € um metabdlito secundario liquénico, que

caracteriza-se por ser uma substancia de pigmentacdo amarelada e de baixa solubilidade em
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4gua (10 mg/100 mL a 25 °C) (MULLER, 2001, COCCHIETTO; SKERT; NIMIS, 2002).
Pode ser isolado de varios géneros de liquens, tais como Cladonia (Cladoniaceae), Usnea
(Usneaceae), Lecanora (Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae)
(INGLOLFSDOTTIR, 2002). Ocorre na natureza em duas formas enantioméricas (-) e (+),
que indica uma projecdo angular do grupamento metil localizado na posicdo 9b
(INGOLFSDOTTIR, 2002; COCCHIETTO et al., 2002; SOKOLOV; SKERT; NIMIS,
2002).

Figura 2 - Estrutura quimica do &cido Usnico.
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Destacando o carbono quiral 9b. Fonte: (SIQUEIRA-MOURA et al., 2008).

De todos os metabolitos secundarios de liquens, o acido Ushico é o mais estudado,
apresenta diversas atividades bioldgicas, tais como: antibidtica (NUNES et al., 2011,
COCCHIETTO; SKERT; NIMIS, 2002; ELO; MATIKAINEN; PELTTARI, 2007;
SEGATORE et. al., 2012), antiinflamatoria (VIJAYAKUMAR et. al., 2000), antineoplasica
(SANTOS et. al., 2006; RIBEIRO-COSTA et al., 2004; BRISDELLI et. al., 2013), antiviral
(SOKOLOQV, et. al., 2012), antioxidante (KOHLHARDT-FLOEHR et. al., 2010, BEHERA,
MAHADIK; MOREY, 2012) cicatrizante (BRUNO et. al., 2013) e moluscicida (MARTINS,
2013).

Na década de 1950, foram realizadas as primeiras avaliagdes sobre a acdo
antibacteriana do acido uUsnico. A partir disto, inimeras investigacfes foram ampliadas no

conhecimento de metabdlitos liquénicos como antibioticos (COCCHIETTO et al., 2002).
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Os primeiros a investigarem a atividade antitumoral do acido usnico foram Morris
Kupchan e Kopperman em 1975, em um carcinoma pulmonar de Lewis em ratos. Apos esta
investigacao, varios estudos com o acido usnico foram desenvolvidos.

Estudos realizados por Scirpa et al. (1999), em mulheres infectadas com o virus do
papiloma humano (HPV), relatam que as pacientes tratadas com a formulagdo vaginal que
obteve acido Usnico e o sulfato de zinco apresentaram resultados favoraveis, tanto na
reepitelizacao das lesdes, quanto na recorréncia de infeccéo.

A atividade anti-inflamatoria do &cido Usnico foi demonstrada por Vijayakumar et al.
(2002), nesse estudo foi verificado que o &cido unico apresenta atividade anti-inflamatoria em
dose dependente quando testado em modelos animais.

O seu efeito antioxidante foi observado por Odabasoglu et al. (2006), no tratamento de
Ulceras gastricas em modelo animal. Obtendo uma inibicdo significativa da formacdo de
espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica.

Propriedades cicatrizantes do &cido usnico foram realizados em ensaios in vitro e in
vivo por Bruno et al. (2013), qual exibiu um alto desempenho no tratamento de feridas, que
estimulou o fechamento das monocamadas de queratindcitos na regido lesionada.

A atividade moluscicida foi investigada por Martins (2013), onde foi analisado o
usnato de potéssio que é sintetizado a partir do &cido Usnico, em Biomphalaria glabrata e seus
embrides. Foi observado que o usnato de potassio matou 100% dos embrides dos carac6is em
uma concentracdo de 10 ppm.

Embora a literatura descreva varias propriedades bioldgicas atribuidas ao acido usnico,
a sua aplicacdo terapéutica é bastante limitada. Estudos relatam relevantes toxicidades do
acido usnico na prole de ratas prenhas, com malformacBes nos membros anteriores e
posteriores dos fetos expostos ao composto durante o periodo intrauterino. Estas
malformacdes podem estar diretamente relacionadas as alteracdes sobre as redes de colageno.
Assim, torna-se desfavoravel a utilizacdo deste composto para aplicacdo terapéutica.
(FRAVEAU et al., 2002; RIBEIRO-COSTA et al.,, 2004; PRAMYOTHIN et al., 2004;
SANCHEZ et al., 2006; SANTOS et al., 2006; SILVA, 2014; GUSTAFSSON et al., 2003;
SILVA; PENNA, 2012).
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2.3 COLAGENO TIPO II

O colageno tipo 11 pertence a familia dos colagenos formadores de fibras. E o principal
coldgeno de tecidos cartilaginosos, também encontrados em notocorda de embrido, humor
vitreo e fibrocartilagens (KADLER et al., 1996; MONTES et al., 1984).

No processo da biossintese do coladgeno I, o procoldgeno é secretado na matriz
extracelular pelas células como sua forma precursora, que apresenta duas grandes extensdes
de peptidicos: amino (NH2) e carboxil (COOH), chamados de peptidicos de registro. Apos a
secrecdo na matriz extracelular os peptidicos sdo removidos por proteases especificas
chamadas procolageno peptidases. E o resultado, € uma molécula nativa (tropocolageno) de
tripla hélice com dimensdes aproximadas de 300nm de comprimento e 1,5 nm de diametro,
que retém telepeptideos curtos e com poucos aminoécidos, capaz de se polimerizar para
formar fibrilas de coldgeno (LINSENMAYER, 1991; EYRE; WU, 1995; ALBERTS et al.,
1994).

Este tipo de coldgeno é formado por trés cadeias polipeptidicas arranjadas numa
conformagdo de tripla hélice, denominadas cadeias a. E classificado como homotrimero, por
ser composto por duas cadeias peptidicas do tipo o 1 € uma do tipo a 2. Estas cadeias séo
estabilizadas por pontes de hidrogénio, o que conferi a molécula alta estabilidade, rigidez e
forma de bastdo. As cadeias de colageno apresenta uma sequéncia de aminoacidos
caracteristica, e também uma série de repeticdes de sequéncia de aminoacidos Glicina-X-Y,
no qual X e frequentemente prolina e Y é hidroxiprolina. (LINSENMAYER, 1991).

Ocorre em combinacdo com os colagenos IX e XI formando fibrilas heterotipicas, que
associadas aos proteoglicanos constituem uma matriz hidratada promovendo rigidez a
cartilagem. Os colagenos do tipo IX e X1 sdo da familia dos colagenos associados a fibrilas
com tripla hélices ininterruptas, sdo classificados como heterotrimeros formados por trés
cadeias o diferentes entre si e juntos compdem cerca de 5 a 10% do conteudo total de
colageno do tecido. Estes colagenos associados ao colageno tipo 11 tém a funcdo de limitar o
didmetro da fibra para aproximadamente 15-30nm, assim como de outras proteinas ndo
colagenas (SHAKIBAEI; MERKER, 1999; SMORRIS; BACHINGER, 1987; EYRE; WU,
1995; GREGORY; OXFORD; CHEN, 2000).

Colageno tipo Il é o maior componente extracelular da cartilagem hialina, que tem a
funcdo de proporcionar suporte estrutural para os condrocitos como também distribuir a forca

originada do movimento da articulagcdo. A matriz extracelular composta pelo colageno do tipo
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Il também é importante na diferenciagdo, no metabolismo e na atividade dos condrdcitos
(BISSEL; BARCELLOS-HOFF, 1987).

2.3.1 OSSIFICACAO ENDOCONDRAL

A ossificagdo endocondral representa cerca de 20% da formacdo do esqueleto. E a
principal responsavel pelo desenvolvimento dos ossos curtos e longos, a qual se inicia com
um molde de cartilagem hialina. Apresenta um alto grau de remodelamento e exerce uma
grande funcdo metabolica (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

O desenvolvimento do osso endocondral inicia-se com um molde de cartilagem hialina
que é precedido pela hipertrofia dos condrdcitos. Os osteoblastos diferenciam-se pela primeira
vez no pericondrio formando a ossificacdo perincondral. Assim, uma fina camada de matriz
mineralizada circunda todo o molde de cartilagem, formando um colar 6sseo (ARANA, 2013;
BIANCO et al., 1998; LONG; ORNITZ, 2013; MACKIE; TATARCZUCH; MIRAMS, 2011,
RIMINUCCI at al., 1998).

Formado o colar désseo, os condrdcitos que ficam na parte central da cartilagem
passam por um processo de maturacdo, tornando-se hipertroficos e em seguida entra em
apoptose (morte celular programada). A matriz que se encontra circundada pelos condrocitos
hipertroficos, mineraliza-se e capilares atravessam o cilindro 6sseo, penetram na cartilagem
calcificada e leva consigo as células progenitoras hematopoiéticas que se diferenciam em
células clasticas e reabsorvem parcialmente a cartilagem calcificada. Com 0s vasos
sanguineos também chegam células osteoprogenitoras originadas do peridsteo, que ocupam as
cavidades deixadas pelos condrocitos, proliferam e se diferenciam em osteoblastos. Os
osteoblastos formam camadas continuas nas superficies dos tabiques cartilaginosos
calcificados e iniciam a sintese da matriz dssea que logo se mineraliza. E assim, forma-se
tecido 6sseo primario sobre os restos de cartilagem calcificada (KRONENBERG, 2003;
OLSEN; REGINATO; WANG, 2000).

Nos o0ssos endocondrais longos, observa-se um disco de tecido -cartilaginoso,
denominado placa de crescimento ou disco epifisario que se localiza entre as epifises e
diafise. Por meio da multiplicacdo dos condrdécitos, este disco cartilaginoso € o responsavel
pelo crescimento do o0sso durante sua formacdo. Seu desaparecimento por ossificacdo
determina a parada do crescimento dos 0ssos, quando eles atingem seu tamanho maximo
(ASZODI et al., 2000).
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As principais células que constitui o tecido dsseo sdo o0s osteoblastos, que sintetiza a
parte organica da matriz Ossea, 0s ostedcitos, que fornece manutengdo a matriz e 0s
osteoclastos, com a funcéo de reabsorver a matriz dssea e de remodelar 0sso (ARANA, 2013;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Estudos que abordam o potencial toxicolégico do &cido uUsnico durante o periodo
embrionario e/ou fetal encontram-se bastante limitados, principalmente da acdo deste
composto sobre o sistema esquelético. Assim, torna-se necessario avaliar os efeitos toxicos

deste composto a fim de elucidar os cuidados na sua aplicacao terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a influéncia do &cido usnico purificado de Cladonia substellata na deposicao
do col&geno da cartilagem hialina nos membros anteriores e posteriores da prole provenientes

de ratas Wistar expostas ao composto durante a prenhes.

3.2 ESPECIFICOS
e Descrever histologicamente a cartilagem hialina durante a formagdo éssea nos
membros anteriores e posteriores dos neonatos expostos ao &cido Usnico purificado de
Cladonia substellata durante o periodo da organogénese.
e Analisar histomorfometricamente a quantidade total de coldgeno na cartilagem hialina
dos membros anteriores e posteriores dos neonatos submetidos ao &cido Usnico

purificado de Cladonia substellata na dose de 25 mg/kg.
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA DA DEPOSICAO DO COLAGENO
DOS MEMBROS DA PROLE DE RATAS WISTAR SUBMETIDAS AO
ACIDO USNICO DURANTE A PRENHES

RESUMO

Este estudo tem por objetivo avaliar a deposicdo de colageno na cartilagem hialina dos
membros da prole de ratas prenhas expostas ao acido Usnico na sua forma livre. Foram
utilizadas 12 ratas prenhes distribuidas aleatoriamente em grupos controle (n=6) e tratado
(n=6), foram analisados 60 fetos, distribuido 30 fetos para cada grupo. As ratas do grupo
controle receberam 1,0 mL de solucéo fisioldgica, e as do grupo tratado 25 mg/kg de acido
usnico livre por via oral de administracdo. Ao 20° dia de gestacdo as fémeas foram
eutanasiadas e seus fetos retirados e analisados. Os resultados da analise microscopica dos
membros revelaram alteracBes durante a formacdo 6ssea, com retardo na proliferacdo dos
condrécitos e diminuicdo na quantidade de condrécitos hipertroficos. Na analise
histomorfométrica, a quantidade de colageno nos membros dos fetos no grupo tratado foi
significativamente menor do que a do grupo controle. Com base nestes resultados pode-se
inferir que a administragdo do acido usnico de Cladonia substellata purificado na dose de 25
mg/kg durante o periodo gestacional acarretou alteragdes degenerativas sobre o
desenvolvimento 6sseo e deposi¢do do colageno.

PALAVRAS-CHAVES: Fetotoxicidade; Liquens; Tecido 0sseo

HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS OF COLLAGEN DEPOSITION OF WISTAR
ROUTE PROLEUM MEMBERS SUBMITTED TO ASYUNIC ACID DURING PRESSES

ABSTRACT

This study aims to evaluate the deposition of collagen in the hyaline cartilage of offspring
members of pregnant rats exposed to the unic acid in its free form. 12 female Wistar rats in
pregnancy were randomly distributed in the control group (n= 6) and treatment group (n= 6),
and treatment group (n= 6), and analyzed 60 fetuses, distributed 30 fetuses for each group.
The female from the control group received a 1.0 mL of physiological solution and the
treatment group received 25 mg/kg of purified usnic acid by oral administration. At the 20th
day of gestation, all females were euthanized and their fetuses were removed. The
microscopic analysis of the limbs from the treatment group showed alterations in their bone
formation, such as delay in chondrocyte proliferation and decrease in the amount of
hypertrophic chondrocytes. Furthermore, the amount of collagen in the fetal limbs from the
treatment group was lower than the control group. Based on these results, it can be inferred
that the administration of Cladonia substellata purified single dose at a dose of 25 mg/kg
during the gestational period causes degenerative changes on bone development and collagen
deposition.

KEYWORDS: Fetotoxicity; Lichens; Bone tissue
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INTRODUCAO

O 4cido Usnico, composto de origem natural resultante do metabolismo secundério de
liguens é descrito na literatura com varias propriedades farmacoldgicas, tais como:
antitumoral, antimicrobiano, antiviral, antiproliferativo e anti-inflamatorio. Apesar das
diversas atividades bioldgicas relatadas para o acido Usnico, a sua aplicacdo terapéutica é
limitada, devido as suas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, como baixa solubilidade
em agua, dificil interagdo com as barreiras biolégicas e diversos casos de hepatoxicidade .

No que se relaciona ao ciclo reprodutivo, estudos realizados com o &cido Usnico
durante o periodo da organogénese relatam relevantes sinais de toxicidade na prole de ratas
prenhes expostas ao composto. Os fetos provenientes das fémeas submetidas ao tratamento
com o composto apresentaram malformacdes 6sseas, como atrofia dos membros anteriores e
posteriores ©.

Existem compostos que possuem interacfes negativas com o sistema esquelético,
principalmente no que se diz respeito a exacerbacdo na dosagem da droga e, a sua utilizacdo
em fases criticas do desenvolvimento, como o periodo gestacional e a idade infantil . Os
impactos dessas interacBes negativas com o sistema esquelético podem estar diretamente
relacionados as alteracGes sobre as redes de colageno. Assim, podem causar efeitos drasticos
no organismo em desenvolvimento &,

Alguns casos de toxicidade do acido Usnico indicam a necessidade de estudos pré-
clinicos, para avaliar o potencial do composto em provocar efeitos adversos nos individuos
expostos, em especial, os efeitos decorrentes da exposicio no perfodo gestacional .

Considerando a toxicidade do acido usnico durante o ciclo reprodutivo, em especial,
durante o periodo da organogénese, torna-se necessario uma investigacdo do seu potencial
teratogénico na deposicdo do colageno na cartilagem hialina dos membros de neonatos

expostos ao composto.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Foram utilizadas 12 ratas Wistar com idade de aproximadamente 60 dias e peso médio
de 250 a 300g. De cada rata foram analisados cinco fetos com um total de 60 fetos analisados
provenientes do Biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE. As ratas foram mantidas a

temperatura ambiente a 28°C + 2°C sob ciclo dia/noite natural (12h luz e 12h escuro) com
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livre acesso de &gua e alimento durante o experimento. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
23076.029828/2013-94).

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 analises microscépicas (Olympus BH-2, Japan) foi identificado o periodo de ovulagéo,
denominado estro.

Apds a confirmacdo do periodo de ovulacdo as fémeas foram pareadas com machos
(2:1) overnigth e o acasalamento foi confirmado com a presenca do "plug" (massa
esbranquicada de espermatozoides na abertura vaginal) ou pela presenca de espermatozoides
no esfregaco vaginal. As primeiras 24 horas ap6s a confirmacdo do acasalamento foram
consideradas como dia zero (DO0).

Os animais do grupo controle receberam 1,0 mL de solucédo fisioldgica e as do grupo
tratado receberam uma solucdo com &cido usnico purificado de C. substellata na dose de 25
mg/kg por via oral de administragdo. A administragéo foi do 6° ao 15° dia de gestacao.

No final da gestacéo as fémeas foram eutanasiadas pelos anestésicos cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (8mg/kg), por via intramuscular. Apds esse procedimento foi realizado o procedimento
de cesarea para abertura do Utero de cada fémea e retirada dos fetos. Os fetos também foram
eutanasiados pelos anestésicos citados acima. Ap6s a eutanasia foram coletados 0os membros
anteriores e posteriores dos fetos.

Processamento e Andlise Histomorfométrica

O material coletado foi fixado em formalina a 10% neutra tamponada (NBF), processados
e em seguida submetidos a técnica histologica de rotina para inclusdo em parafina. Os blocos
obtidos foram cortados em espessura de 4 um, corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e
picrosirius red. Em seguida as laminas obtidas foram analisadas e fotografadas através do
programa Motic® Imagens Plus 2.0 com uma camera digital acoplada ao computador e ao
microscopio optico (Olympus BH-2, Japan). As laminas coradas por Hematoxilina e Eosina
foram analisadas 120 laminas (membros anteriores e posteriores de cada feto) em um aumento

total de 40X e 100X. Para a andlise histomorfométrica, as laminas coradas pela coloracéo
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picrosirius red o microscdpio dptico foi equipado com um polarizador de luz. Foram obtidas 10
fotomicrografias por ldmina em aumento total de 100X.

Foi utilizado o software ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), nas fotomicrografias obtidas com a coloracdo de
picrosirius red para mensurar a quantidade de coldgeno presente na cartilagem hialina. A area do
contetdo de colageno foi dividida pela area total (mm2). O coladgeno presente nos campos
analisados foi medido através da selecdo de tonalidade birrefringentes (avermelhadas ou

alaranjadas), correspondente as bandas de colageno polarizadas.

Andlises estatisticas
Os valores obtidos com as devidas mensuracfes foram avaliados estatisticamente através
do teste-t de Student (software SPSS, versdo 15.0), com significancia p <0,05 e expressos no

formato de média = DP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise microscopica dos membros dos conceptos foi observado que as epifises em
ambos 0s grupos apresentaram-se em molde de cartilagem hialina intacta (Figural A e B). O
centro de ossificacdo primaria do grupo controle apresentou-se praticamente com toda a
diéfise ossificada (Figura 1 A), enquanto no grupo tratado, o tecido ossificado estava restrito a
uma pequena area no centro diafisario (Figura 1 B). Estes resultados indicam um retardo na
formacéo do 0sso primario.

Na analise da cartilagem hialina durante o processo de ossificacdo endocondral, foi
observado que o grupo tratado demostrou um retardo na proliferacdo dos condrécitos (Figura
2 B), assim como, uma menor quantidade de condrdcitos hipertréficos (Figura 2 B),
comparado ao grupo controle (Figura 2 A). Estas alteracbes comprometem tanto o
crescimento 6sseo quanto a formacéo 6ssea.

A anélise histomorfométrica do coladgeno da cartilagem hialina indicou uma menor
quantidade de colageno do tipo Il no grupo tratado em relagédo ao grupo controle (Figura3 A e
B) (Tabela 1).
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Figura 1. Fotomicrografia do membro anterior da prole do grupo controle (A) e grupo
tratado com 25 mg/kg de acido usnico purificado de C. substellata (B). Visualizacédo das
epifises em molde de cartilagem hialina (setas), tecido 6sseo no centro primario de
ossificacdo (cabeca de seta), diafise em molde de cartilagem hialina (asterisco).
Coloracéo Hematoxilina e Eosina. Aumento total 40X.

Figura 2. Fotomicrografia do membro da prole do grupo controle (A) e grupo tratado
com 25 mg/kg de acido Usnico purificado (A). Visualizacdo da zona de proliferacdo dos
condrdcitos (setas), cartilagem hialina sem modificagdes (cabeca de seta azul),
condrécitos hipertroficos (asterisco), tecido ésseo (cabeca de seta preta). Coloracdo
Hematoxilina e Eosina. Aumento total 100X.
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Figura 3. Fotomicrografia da quantidade de colageno do grupo controle (A) e grupo
tratado (B) presente na cartilagem hialina dos membros anteriores e posteriores dos
neonatos expostos ao acido Usnico durante o periodo da organogénese. Rede de coladgeno
com birrefringéncia em vermelho (cabeca de seta) Coloracgdo: picrosirius red. Aumento
total 100X.

Tabela 1. Andlise histomorfométrica da quantidade de colageno na cartilagem hialina dos
membros de neonatos submetidos ao acido Usnico.

GRUPOS Meédia + (DP)

Controle 0,010 + 0, 006

Tratado 0, 005 + 0, 003

* diferem estatisticamente ao teste t a 5% (P<0,05). Dados expressos com média * desvio
padrdo (DP). p= 0,001

Algumas substancias toxicas podem atravessar a barreira placentéria e interferir no
desenvolvimento embriofetal. Por isso, a utilizacdo de qualquer medicamento deve ser feita
com cuidado, principalmente em fases criticas do desenvolvimento, como o periodo
gestacional que é uma fase bastante sensivel do ciclo reprodutivo ©19,

Investigacbes do pontecial toxicologico do &cido Usnico durante o periodo da
organogénese relatam relevantes sinais de toxicidade na prole de ratas prenhes tratadas. Os
fetos provenientes das fémeas submetidas ao tratamento com acido Usnico durante a gestacao
ndo conseguiram prosseguir o seu desenvolvimento, e nos que prosseguiram foram
visualizados a presenca de malformagdes, como atrofia dos membros superiores e inferiores
®)_Estes dados confirmam as alteragdes degenerativas causadas pelo &cido tsnico encontradas

em nossos resultados.
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Compostos com propriedades farmacoldgicas semelhantes a do 4cido Unisco, como a
betalapachona e a isotretinoina apresentam interagdes negativas com o sistema esquelético.

Pois, segundo Parccelli ¢+

, algumas drogas possuem substancias toxicas que podem
influenciar diretamente na formacao 0ssea e causar efeitos negativos no desenvolvimento do
0SS0, COMO um retrocesso na osteogénese e imperfeicdo dos elementos que constitui o tecido
0sseo.

No presente estudo, o retardo na formacao do osso confirma o potencial toxicoldgico
do acido usnico purificado de C. substellata sobre os membros dos fetos expostos a este
composto. Estes resultados corroboram com os encontrados por Parccelli 2, apés realizar um
experimento com a isotretinoina. Nesse estudo, 0s animais expostos ao composto
apresentaram um retardo no processo de ossificacdo, caracterizado histologicamente por um
retrocesso e reducdo dos componentes teciduais que constituem a cartilagem hialina e inibicao
da osteogénese que causou malformacdes Osseas.

De acordo com Abad ®, retardo na proliferacdo dos condrdcitos compromete o
desenvolvimento do 0sso, ja que € a responsavel pelo seu crescimento. Essas evidéncias
confirmam as alterac6es no desenvolvimento ésseo encontradas no presente estudo.

A menor quantidade de condrdcitos hipertroficos implica em uma menor
mineralizacdo na matriz da cartilagem, a qual pode se tornar resistente a invasdo vascular. A
vascularizacdo é de extrema importancia para formagdo do o0sso, através dela as células
osteoprogenitoras invadem o tecido cartilaginoso e se diferenciam em osteoblastos, cujos tem
a funcdo de sintetizar a matriz organica do tecido 6sseo 419,

As alteracGes nas redes de coldgeno na cartilagem hialina encontradas em nossos
estudos podem ser explicadas por Franklin e Hitchen ®”, que algumas substancias podem
influenciar na sintese do colageno inibindo a acdo de algumas enzimas, como a prolina
hidroxilase e a lisina hidroxilase que sdo responsaveis pelo processo de hidroxilacdo durante a
sintese do colageno. As AlteracBes nas redes de coladgeno presente na cartilagem hialina
podem causar malformacfes 0sseas durante o desenvolvimento embriofetal, como a reducédo
dos componentes que constitui o tecido 6sseo, diminuicao da resisténcia e tensao ©)

O modelo experimental utilizado no presente trabalho demonstrou que o acido Usnico
purificado de C. substellata é capaz de provocar alteragdes no desenvolvimento dsseo. Estas
alteracbes sobre o sistema esquelético pode estar diretamente relacionada a sintese do

colageno, principalmente no colageno do tipo II.
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6. CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que o &cido Usnico administrado na dose de 25mg/kg
causou alteracdes degenerativas sobre a formacdo Ossea nos membros dos neonatos, com

diminuicdo na quantidade total de colageno, assim como o crescimento e a formacdo dssea.
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Exemplo de citacdo

Reports of L. similis lesion are scarce in the literature. Histopathological studies with three
Loxosceles species of clinical importance,L. intermedia,L. laeta and L. recluse, showed that
the venom induces vasodilation, edema, inflammatory infiltrate (mainly neutrophilic),
hemorrhage, cutaneous muscle necrosis, thrombosis and arteriolar walls degeneration® 3%,
It is necessary to elucidate whether the histological lesion induced by the Loxosceles similis
venom is similar to that observed in other species of medical importance. Furthermore, it is

important to determine the pathogenesis of the loxoscelic dermonecrotic lesion(...)

According to Zanetti et al.“” and Nowatzki et al.*® who studied the action of the L.
intermedia venom in vitro on endothelial cells, it was observed that 18 hours after the venom

action, cells showed plasmatic membrane convolutions and chromatin condensation.
6. Futrell J. Loxoscelism. Am J Med Sci. 1992;304(4):261-7.

13. Smith WC, Micks WD. The role of polimorphonuclear leukocytes in the lesion caused by

the venom of the brown spider (Loxosceles reclusa). Lab Invest. 1970;22:90-3.

14. Strain GM, Snider TG, Tedford BL, Cohn GH. Hyperbaric oxygen effects on brown
recluse spider (Loxosceles reclusa) envenomation in rabbits. Toxicon. 1991;29(8):989-96.

15. Ospedal KZ, Appel MH, Neto JF, Mangili OC, Sanches Veiga S, Gremski W.
Histopathological findings in rabbits after experimental acute exposure to the Loxosceles
intermedia (Brown spider) venom. Int J Exp Pathol. 2002;83(6):287-94.

17. Zanetti VC, da Silveira RB, Dreyfuss JL, Haoach J, Mangili OC, Veiga SS, et al.
Morphological and biochemical evidence of blood vessel damage and fibrinogenolysis
triggered by brown spider venom. Blood Coagul Fibrinolysis. 2002;13(2):135-48.

18. Nowatzki J, de Sene RV, Paludo KS, Veiga SS, Oliver C, Jamur MC, et al. Brown spider
venom toxins interact with cell surface and are endocytosed by rabbit endothelial cells.
Toxicon. 2010;56(4):535-43

(Fonte: Pereira NB, Kalapothakis E, VVasconcelos AC, Chatzaki M, Campos LP, Vieira FO et
al . Histopathological characterization of experimentally induced cutaneous loxoscelism in
rabbits inoculated with Loxosceles similis venom. J. Venom. Anim. Toxins incl. Trop. Dis
[periddico na Internet]. 2012 [citado 2013 Nov 04]; 18(3): 277-286. Disponivel em:
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b. Autores ttm autorizacdo para assumir contratos adicionais separadamente, para
distribuicdo ndo-exclusiva da versdo do trabalho publicada nesta revista (ex.:
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c. Autores tém permisséo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho
online (ex.: em repositorios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer
ponto antes ou durante o processo editorial, ja que isso pode gerar alteracdes
produtivas, bem como aumentar o0 impacto e a citacdo do trabalho publicado
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