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RESUMO GERAL

Terminalia corrugata sin. Buchenavia tomentosa conhecida popularmente como
mirindiba, € uma planta nativa do cerrado e florestas tropicais. Criadores de
ruminantes da regido relatam que a ingestdao de frutos da T. corrugata estaria
associada a ocorréncia de abortos, nascimento de animais fracos e morte de animais.
Considerando a presenca de substancias que podem implicar em desordens
reprodutivas e os relatos de intoxicacdo espontanea causados pelo fruto de T.
corrugata em animais de producdo, h& necessidade de estudos que verifiquem o0s
possiveis efeitos toxicos de T. corrugata sobre os parametros reprodutivos. Objetivou-
se avaliar as classes de compostos presentes no extrato dos frutos da T. corrugata
por meio de triagem fitoquimica e a separac¢do quimica por cromatografia gasosa e
deteccdo dos provaveis compostos através de espectrometria de massas, estimar a
CLso-96H, a toxicidade dos frutos nas branquias, figado e rim do Danio rerio, por meio
de andlise histoldgica e avaliar os efeitos reprodutivos que o extrato dos frutos pode
causar nas gonadas e na desova das fémeas de D. rerio. Na triagem fitoquimica dos
extratos de T. corrrugata constatou-se a presenca de acucares redutores, taninos,
flavonoides e saponinas. Analise cromatografica do extrato acetatico detectou a
presenca de dois compostos: furfural e 5-hydroxymethylfurfural. No que diz respeito
ao teste de toxicidade, a CL50-96H do extrato bruto (EB) dos frutos de T. corrugata
estimada para o D. rerio foi de 772 mg.L*. Quanto a histopatologia, a exposi¢édo ao
EB causou lesbes no tecido branquial (aneurisma, hemorragias, hipertrofia,
hiperplasia), hepéatico (hipertrofia e atrofia dos hepatdcitos, auséncia de ndcleo,
desorganizacdo na arquitetura hepética) e renal (hipertrofia e atrofia tubular,
degeneracdes, oclusdes tubulares, desorganiza¢éo da arquitetura renal e necrose) do
D. rerio. Adicionalmente, o EB também causou desordens reprodutivas, reduzindo a
desova do D. rerio e causando alteracdes na maturacdo gonodal das fémeas
expostas. Clonclui-se que os frutos de T. corrugata possuem principios téxicos que
causam alteracdes teciduais e reprodutivas em peixes.

Palavras-chaves: Mirindiba. Planta toxica. Fitoestrogeno. Teledsteo. Danio rerio.



GENERAL ABSTRACT

Terminalia corrugata sin. Buchenavia tomentosa, popularly known as mirindiba, is a
plant native to the cerrado and tropical forests. Breeders of ruminants in the region
report that the ingestion of T. corrugata fruits would be associated with the occurrence
of abortions, birth of weak animals and death of animals. Considering the presence of
substances that may lead to reproductive disorders and the reports of spontaneous
intoxication caused by the fruit of T. corrugata in production animals, there is a need
for studies to verify the possible toxic effects of T. corrugata on reproductive
parameters. The objective was to evaluate the classes of compounds present in the
extract of the fruits of T. corrugata through phytochemical screening and chemical
separation by gas chromatography and detection of probable compounds through
mass spectrometry, estimating the CLso-g6H, the toxicity of the fruits in the gills, liver
and kidney of Danio rerio, through histological analysis and to evaluate the
reproductive effects that the fruit extract can cause in the gonads and spawning of
females of D. rerio. In the phytochemical screening of T. corrrugata extracts, the
presence of reducing sugars, tannins, flavonoids and saponins was verified.
Chromatographic analysis of the acetatic extract detected the presence of two
compounds: furfural and 5-hydroxymethylfurfural. With regard to the toxicity test, the
estimated CL50-96H of the crude extract (EB) of T. corrugata fruits for D. rerio was
772 mg.L. As for histopathology, exposure to EB caused lesions in the branchial
tissue (aneurysm, hemorrhages, hypertrophy, hyperplasia), liver tissue (hepatocyte
hypertrophy and atrophy, absence of nucleus, disorganization in liver architecture) and
kidney tissue (tubular hypertrophy and atrophy, degeneration, tubular occlusions,
disorganization of the renal architecture and necrosis) of D. rerio. Additionally, EB also
caused reproductive disorders, reducing D. rerio spawning and causing alterations in
the gonodal maturation of exposed females. It is concluded that the fruits of T.
corrugata have toxic principles that cause tissue and reproductive changes in fish.

Keywords: Mirindiba. Toxic plant. Phytoestrogen.Teleost. Danio rerio.
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INTRODUCAO GERAL

Terminalia corrugata sin. Buchenavia tomentosa € uma espécie vegetal
pertencente ao reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Myrtales, familia Combretaceae e género Terminalia (LORENZI, 2009; MARQUETE;
VALENTE, 2005; MARUIN et al., 2017). As filogenias do género, baseadas em
sequéncias génicas de marcadores moleculares nucleares e plastidiais (ITS, rbcL,
psaA e ycf3), incluem Anogeissus (DC.) Wall., Buchenavia Eichl. e Pteleopsis Engl.
em Terminalia (BERGER, 2016; MAURIN et al. 2017).

Apresenta producdo de frutos entre os meses de junho a setembro, seu fruto
€ comestivel e acido. Os frutos sdo dispersos com eficiéncia por diversos animais,
como as formigas, veados e principalmente por antas, as sementes passam pelo trato
digestivo, favorecendo a retirada da polpa e ndo afetam o potencial de germinacao
(FARIAS et al., 2015).

Algumas partes do vegetal sdo utilizadas na medicina popular, as folhas, por
exemplo, sdo usadas para preparo de cha e a casca no tratamento de tosse, como
antihiperlipidémicas e anorexigenas (LORENZI, 2009), experimentalmente a T
corrugata demonstrou atividade antifangica (TEODORO et al., 2018). Adicionalmente,
produtores de bovinos, caprinos e ovinos relataram que a ingestao dos frutos de T.
corrugata estaria de alguma forma associada a toxicidade reprodutiva, como
ocorréncia de abortos. Pesquisas tém demostrado que os frutos causam toxicidade
em animais e que possivelmente a presenca de metabdlitos secundéarios nos frutos
esta relacionada a toxicidade (COSTA, et al., 2011; MELLO et al., 2010; LOPES,
2013).

Os peixes vém sendo utilizados em pesquisas como alternativa a outras
espécies de animais em diversas areas, como toxicologia, farmacologia, toxicidade
reprodutiva e no desenvolvimento. Sdo animais de facil obtencdo e manejo, além de
necessitarem de espacos reduzidos, se comparados aos ratos de laboratorio,
promovendo a reducao dos gastos com as pesquisas (ALl et al. 2014; BANAEE et al.
2013; CAVALCANTE et al. 2017; FERNANDEZ et al. 2011).

A espécie Danio rerio, popularmente conhecida como peixe-zebra ou
paulistinha, pertence a familia Cyprinidae e é um pequeno peixe teledsteo de agua
doce, medindo de 3 a 4 cm, possui dimorfismo sexual, sendo os machos mais finos e

ligeiramente dourados na regido ventral, enquanto que as fémeas sao prateadas e
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arredondadas, principalmente na regido ventral, o que é mais evidente no periodo
proximo da desova (SUWA; YAMASHITA, 2007). E utilizado internacionalmente como
modelo animal em experimentacdo (GUO et al.,, 2017; PELLEGRINI et al., 2015;
WESTERFIELD, 2000). Tendo em vista os relatos de toxicidade e as pesquisas ja
realizadas com a T. corrugata, sdo importantes pesquisas que avaliem quimicamente
0S provaveis compostos presentes nos frutos e que poderiam estar relacionados ao
efeito toxico relatado, além disso, testes reprodutivos que possam verificar a

toxicidade dos frutos em animais.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar a toxicidade geral e reprodutiva dos extratos dos frutos de T. corrugata

em D. rerio e as caracteristicas fitoquimicas.

Objetivos especificos

e Triagem fitoquimica das classe de compostos presentes nos frutos;

e Realizar a deteccdo de compostos na fragcdo acetatica por meio de
cromatografia gasosa/espectrometria de massas — CG/EM.

e Avaliar a toxicidade da administracdo subcrbnica do extrato bruto de T.
corrugata em D. rerio, por meio de avaliacdes do peso, analise histopatologica
das branquias, figado e rim.

e Avaliar a toxicidade reprodutiva do extrato bruto dos frutos de T. corrugata em

D. rerio machos e fémeas.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Familia Combretaceae

Combreteceae é uma familia botanica que engloba diversas espécies de
arvores, cipos, e arbustos, distribuidas em areas tropicais e subtropicais, como na
Africa, Asia e nas Américas. Inclui cerca de 525 espécies de arvores arbustos, lianas
e manguezais distribuidos principalmente em &reas tropicais e subtropical,
compreendendo atualmente 17 géneros: Bucida, Calopyxis, Combretum, Conocarpus,
Dansiea, Getonia, Guiera, Laguncularia, Lumnitzera, Macropteranthes, Melostemon,
Quisqualis, Ramatuela, Strephonema, Terminalia, Terminaliopsis, Thiloa (STACE,
2010; MAURIN et al., 2017). As filogenias do género, baseadas em sequéncias
génicas de marcadores moleculares nucleares e plastidiais (ITS, rbcL, psaA e ycf3),
incluem Anogeissus (DC.) Wall., Buchenavia Eichl. e Pteleopsis Engl. em Terminalia
(BERGER et al., 2016; MAURIN et al. 2017). No Brasil eram relatados a presenca de
cinco géneros nativos, porém com a mudanca taxonémica que inclui Buchenavia em
Terminalia, verificam-se a presenca de 4 géneros nativos: Terminalia, Crombretum,
Conocarpus e Thiloa (LORENZI et al., 2009; MAURIN et al. 2017).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas das espécies pertencentes a
familia combretaceae, de modo geral, apresentam folhas alternas e espiraladas, ou
opostas, inteiras, peciolo ou base da lamina foliar com duas cavidades no formato de
garrafa. Suas inflorescéncias sdo terminais ou axilares, em espigas, paniculas de
espigas, racemos ou paniculas terminais ou axilares; bracteas muitas vezes
presentes. Flores actinomorfas ou zigomorfas, andrégenas, tetrdmeras ou
pentameras. Os frutos sdo drupas 1-seminadas, ligeiramente achatados, costados
e/ou alados; possui sementes grandes, exotesta fibrosas, com endosperma ausente
(STACE, 2010; FARIAS et al., 2015).

Em paises do continente Africano e Asiatico, algumas espécies de
Combretaceae sé&o utilizadas na medicina popular para o tratamento de
doencas, tais como, infec¢des fungicas; hipertensdo; maléria, lepra, tuberculose,
sifilis, carie dentaria; tratamentos dermatolégicos, lesées na pele; canceres (ELOFF;
KATERERE; McGAW, 2008); parasitoses, problemas do trato gastrointestinal
(AREMU; FINNIE; VAN STADEN, 2012).



27

1.1.1 Género Terminalia

O género Terminalia € o segundo maior género da familia Combretaceae,
recentemente 3 géneros foram incluidos no género Terminalia (Anogeissus (DC.)
Wall., Buchenavia Eichl. e Pteleopsis Engl.), aumentando ainda mais o numero de
espécies no género (BERGER, 2012; MAURIN et al. 2017). Possui cerca de 240
espécies, distribuidas nas regibes tropicais da América, Africa, Oceania e Asia
(STACE, 2010; MAURIN et al., 2017). E caracterizado por vegetais de porte arbéreo,
folhnas simples e alternas, usualmente aglomeradas no apice dos ramos e flores
monoclinas ou unissexuadas e apétalas. Os frutos sdo secos, complanados ou
arredondados, e as sementes apresentam cotilédones convolutos (MARQUETE;
VALENTE, 2005; STACE 2010; SOARES NETO et al. 2014).

Devido a grande diversidade de espécies presentes neste género, observa-
se diferentes aplicagbes, podendo ser utilizadas por suas propriedades medicinais e
farmacoldgicas, como T. catappa rica em antioxidantes naturais (FOGACA et al.
2013), T. acuminata empregada no tratamento da febre amarela e hepatite (COCK,
2015), T. fagifolia utilizada para o tratamento de distlrbios intestinais (NUNES et al.,
2014), T. thetraphylla (sinbnimo Buchenavia thetraphylla) com atividade antifungica
para o tratamento de infec¢cdes provocadas por Candida albicans e propriedades
antioxidantes (FILHO et al., 2017; SILVA et al., 2020).

1.1.2 Terminalia corrugata sin. Buchenavia tomentosa

Terminalia corrugata é uma espécie vegetal pertencente ao reino Plantae, filo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Mpyrtales, familia Combretaceae e
género Terminalia (figura 1). Exemplares desta espécie podem atingir uma altura que
varia de 5 a 30 metros, possui copa ampla e densa, tronco curto, folhas simples, fruto
arredondado e drupdides (LORENZI, 2009; MARQUETE; VALENTE, 2005; MARUIN
et al., 2017).
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Figura 1 —Terminalia corrugata (A) Arvore; (B) Folha; (C) Fruto. Fonte: autora.

Conhecida popularmente como imbu-do-sertdo, tanimbuca mirindiba, pia-
banheira, tarumda, biriba, tarumarana, cambry, miringiba, imbuzeiro, pau pilédo,
merindiba, mirindiba, migol, tanimbuca, pebanheira, cuiarana ou tanebuco, € uma
arvore tipica do cerrado, floresta semidecidua, mata ciliar também encontrada em
florestas neotropicais, florestas atlanticas e caatinga, estd amplamente distribuida no
territdrio brasileiro (figura 2) (SIBBR, 2021).

Figura 2 — Distribuicdo geografica de Terminalia corrugata nos estados brasileiros
(destaque em azul). Fonte: SiBBR, acessado em: 07-10-2021.

Possuem aproximadamente 26 metros altura, 21-35 cm de diametro, no apice
da arvore se inserem as folhas que sdo do tipo ferrugineas ou rubiginosas
pubescentes, elipticas ou obovadas, faces abaxial tomentosas, nervacao do tipo

broquiddédromo, nervuras secundéarias proeminentes, formando um angulo obtuso
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com a nervura primaria e também peciolo de 4 a 6 mm de comprimento,
inflorescéncias do tipo espigas densifloras, terminais e/ou axilares, flores 2,0-2,5 mm,
esverdeadas, frutos 2,0-3,5 x 1,2-1,7 cm, arredondado (NETO; CORDEIRO;
LOIOLA; 2014).

Apresenta intensa producéo de frutos entre os meses de junho a setembro,
seu fruto é comestivel e acido. Os frutos séo dispersos com eficiéncia por diversos
animais, como capivaras, cutias, veados e principalmente por antas, que 0 consomem
inteiro e as sementes passam pelo trato digestivo, favorecendo a retirada da polpa e
nao afetam o potencial de germinacgdo (FARIAS et al., 2015).

Algumas partes do vegetal sao utilizadas na medicina popular, as folhas, por
exemplo, sdo usadas para preparo de cha e a casca no tratamento de tosse, como
antihiperlipidémicas e anorexigenas (LORENZI, 2009) ha relatos da utilizacdo das
flores e frutos por comunidades ribeirinhas no tratamento do colesterol alto, diabetes,
hipertensdo (RIBEIRO et al., 2017). Azevedo et al. (2014) comentam que a madeira é
utilizada na construcdo civil, na producdo de lenha e carvdo, apresenta tambéem
grande potencial apicola, além de ser indicada para recuperacdo de areas
degradadas.

Girondi et al. (2017) demonstraram em suas pesquisas, que 0s extratos das
folhas de Terminalia corrugata possuem atividades antimicrobianas contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Além disso, apresentam também atividade antifungica contra Candida
albicans, reduzindo seus fatores de viruléncia, como capacidade de formar biofilmes
e adesdo em células epiteliais orais (TEODORO et al., 2015; TEODORO et al., 2018).

1.1.3 Toxicidade da Terminalia corrugata para animais de producao

Criadores de gado, ovinos e caprinos relatam que a ingestdo de frutos da
Terminalia corrugata estariam, de alguma forma, associada a ocorréncia de abortos,
diarreia, focinho seco, fraqueza, perda de peso, nhascimento de animais fracos e até a
morte de animais (COSTA, et al., 2011; MELLO et al., 2010).

Nunes et al. (2010) demostraram experimentalmente que a incluséo de 10%
dos frutos de toxicidade da Buchenavia tomentosa (sin. T. corrugata) na ragéo de ratas
fémeas durante toda a prenhez ocasionou reducdo do peso materno e retardo no

desenvolvimento fisico de filhotes machos, e que esta toxicidade apresentada esta
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relacionada possivelmente a presenca de compostos fitoestrogenos presentes na
planta.

Lopes (2013) avaliando a Toxicidade subcrénica e reprodutiva dos extratos
butandlico e aquoso de Buchenavia tomentosa (sin. T. corrugata) em ratos Wistar,
observou que os extratos promoveram toxicidade reprodutiva, com consequente
reabsorcdo embrionaria. Nos machos, o tratamento prolongado com o0s extratos
induziu a um quadro de toxicidade sistémica, causando diminui¢cdo do ganho peso.

Estas pesquisas sugerem que estes resultados foram desencadeados pelos
metabdlitos secundarios presentes nos extratos dos frutos de Buchenavia tomentosa
(sin. T. corrugata). A producdo destes compostos podem estar relacionados
alteracbes ambientais como a sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura
disponibilidade hidrica, altitude, nutrientes, tipo de solo, desenvolvimento da planta,
herbivoria, etc (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

1.2 Principais constituintes quimicos dos vegetais

Os metabdlitos secundarios sdo compostos fitoquimicos presentes nos
vegetais, apresentam funcbes ecoldgicas importantes como a protecdo contra
herbivoria e patdégenos, além de agir como atrativos para animais polinizadores e
dispersores de sementes (TAIZ; ZEIGER, 2013). Geralmente s&o produzidos como
mecanismo de defesa contra ataques ao tecido da planta ou estresse ambiental, como
a temperatura, condicbes de luz e pH desfavoraveis. Estes compostos sao
classificados como metabolitos secundarios, pois ndo estdo diretamente
correlacionados com as func¢des de crescimento e desenvolvimento do tecido vegetal
e sdo encontrados nos tecidos e 6érgdos em estagios especificos de desenvolvimento
da planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; REZENDE et al., 2016).

A sintese destes metabolitos pelas plantas consiste em processos
influenciados por diferentes varidveis, tais como: temperatura, umidade,
luminosidade, disponibilidade de agua, sazonalidade, caracteristicas do solo e
radiacdo (ULM; JENKINS, 2015). Representando assim uma interconexao quimica
entre as plantas e o ambiente circundante. Desta forma, tanto fatores bidticos, quanto
fatores abidticos podem interferir na quantidade e a qualidade de produtos
secundarios resultantes do metabolismo da planta em um determinado momento
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; REZENDE et al., 2016).
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1.2.1 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas nos vegetais,
particularmente nas folhas e frutos englobando diferentes substancias: fenois simples,
acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos e ligninas; caracterizam-se por
apresentarem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxilas e/ou metoxila na molécula (SOARES, 2002; REZENDE et
al., 2016). Além disso, envolvem desde moléculas simples, até moléculas com alto
grau de polimerizacdo, podem estar presentes nos vegetais na forma livre ou ligados
a acucares (glicosideos) e proteinas (SOARES, 2002).

Podem ser classificados como pouco distribuidos na natureza, neste grupo
estdo os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol, polimeros; e 0s
largamente distribuidos na natureza, divididos em dois grupos, os flavonoides e
derivados; os acidos fendlicos: acidos benzoico, cinamico e cumarinas (ANGELO;
JORGE, 2007).

1.2.2 Flavonoides

Os flavonoides séo substancias de origem natural cuja sintese ocorre
somente nos vegetais, sao encontrados em frutas, vegetais, gréos, cascas, raizes,
caules, flores, cha e vinho e possuem propriedades farmacologicas que os fazem
atuar de forma benéfica para a saude (KUMAR; PANDEY, 2013). Até a atualidade
mais de 8.000 diferentes flavonoides foram descritos, sendo as suas principais classes
os flavondis, flavonas, flavanonas, flavanas, isoflavonoides e antocianinas
(BHAGWAT, S., 2011; SANDHAR et al., 2011; KUMAR; PANDEY, 2013).

A estrutura béasica dos flavonoides constituem substancias aromaticas com 15
atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, distribuidos em dois anéis
aromaticos C6 - C3 - C6, podendo conter um grupo carbonila (figura 3). O esqueleto
C15 dos flavonoides é biogeneticamente derivado do fenilpropano (C6 - C3) e trés
unidades de acetato (C6). Os flavonoides sdo derivados de benzo-gama-pirona de
origem vegetal (YOKOZAWA et al., 1997), podendo haver facilmente inter conversao
entre eles. A explicagdo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural de
flavonoides sdo as alteragcdes que tais compostos podem sofrer: hidroxilagéo,
metilagcéo, acilacéo e glicosilacdo (PETERSON; DWYER, 1998).
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Figura 3 — Estrutura quimica geral dos flavonoides.

Fonte: Merken; Beecher (2000).

Nas plantas, os flavonoides exercem funcées como: protecéo contra radiacao
UV, protecdo contra microrganismos e inibicdo enzimatica (NIJVELDT et al., 2001;
KUMAR; PANDEY, 2013). Em geral, sdo conhecidos como 0s principais responsaveis
pela acdo antioxidante (RODRIGUES DA SILVA et al., 2015), constituindo um dos
grupos de metabdlitos secundarios com potencial terapéutico curativo e preventivo
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). Muitos destes componentes com atividades
medicinais extraidos de plantas ja demonstraram ter acao citotdxica, genotéxica e/ou
mutagénica (VARANDA, 2006; SOLLA et al., 2016; SOARES et al., 2016).

1.2.3 Propriedades fitoestrogenas dos flavonoides

Fitoestrégenos sdo compostos fendlicos heterociclicos, estdo presentes em
plantas e possuem propriedades e estruturas semelhantes aos estr6genos sintéticos,
guando ingeridos por um determinado animal podem alterar o funcionamento normal
do sistema endocrino (KNIGHT; EDEN, 1996). No intestino sofrem conversdes
enzimaticas pela microflora gerando fendis heterociclicos que se assemelham
estruturalmente ao estrogeno, podendo interagir com o0s receptores a e J,
desencadeando efeitos estrogénicos ou inibindo o estrégeno enddgeno, flavonoides
como a isoflavona, por exemplo, estéo incluidos dentro do grupo de fitoestrégenos
(BORRELLI; ERNT, 2010).

Estes disruptores endocrinos, de forma geral, possuem multiplos sitios e
mecanismos de acdo, como por exemplo, a ligacdo do horménio enddgeno ao seu
receptor, como as etapas de sintese, transporte e metabolismo do ligante natural. Por
meio dessas interacdes agem como agonistas ou antagonistas, podendo alterar a

atividade dos elementos de resposta dos genes, impedir que os hormoénios naturais
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se liguem aos seus receptores ou, em alguns casos, pode aumentar a quantidade
percebida de hormonio endégeno (ROGERS; METZ; YONG, 2013).

Os sintomas da exposi¢cao de animais adultos aos DE podem ser revertidos
com sua interrupcdo, sendo seus efeitos indetectaveis ou compensados por
mecanismos hormonais. Porém, quando ocorre durante a gestacdo, podem trazer
danos irreversiveis ao organismo, como abortamentos e teratogénese (FONTENELE
et al., 2010).

Os flavonoides agem sobre a enzima estrogénio sintetase que catalisa a
conversdo de androgénios para estrogénios, do citocromo P-450. O flavonoide
guercetina tem acéo inibidora sobre a transformacao da androstenediona para estrona
e de testosterona para estradiol. Assim, os flavonoides podem competir com 0s
esteroides, e a interacdo dos flavonoides com certas monoxigenases alteram a sua
atividade e consequentemente o metabolismo dos hormoénios esteroidais (LIMA et al.,
2001).

1.3 A utilizacdo de peixes em substituicdo 3Rs replacement em testes de

reproducao

Os peixes vém sendo utilizados em pesquisas como alternativa a outras
espécies de animais, como por exemplo, os roedores. S&o animais de facil obtencao
e manejo, além de necessitarem de espacos reduzidos, se comparados aos ratos de
laboratorio, promovendo a reducdo dos gastos com as pesquisas. Geralmente
utilizados como modelos animais em pesquisas de diversas areas, destacam-se em
ensaios de toxicidade (ALl et al. 2014; BANAEE et al. 2013; CAVALCANTE et al. 2017,
FERNANDEZ et al. 2011).

A espécie Danio rerio, popularmente conhecida como peixe-zebra ou
paulistinha, pertence a familia Cyprinidae e € um pequeno peixe teledsteo de agua
doce, medindo de 3 a 4 cm, possui dimorfismo sexual, sendo os machos mais finos e
ligeiramente dourados na regido ventral, enquanto que as fémeas sao prateadas e
arredondadas, principalmente na regido ventral, o que é mais evidente no periodo
proximo da desova (SUWA; YAMASHITA, 2007). E utilizado internacionalmente como
modelo animal de experimentacao, tendo em vista o principio dos 3Rs (replacement,
reduction e refinement), pesquisas envolvendo biologia do desenvolvimento, genética,

biomedicina, farmacologia e toxicologia, ciéncias veterinarias, entre outras (GUO et
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al., 2017; PELLEGRINI et al., 2015; WESTERFIELD, 2000), utilizam o D. rerio em

substituicdo a outros animais, como por exemplo ratos e camundongos (figura 4).

Figura 4 - O uso do zebrafish em varias areas da pesquisa cientifica.
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Fonte: Canedo et al. (2022).

Howe et al. (2013) publicaram a sequéncia gendomica do peixe-zebra,
revelando que esse peixe, 0s camundongos e 0s humanos apresentam 12.719 genes
em comum, e aproximadamente 70% dos genes humanos é encontrada no D. rerio.
Além disso, esta espécie possui alta taxa reprodutiva, desenvolvimento embrionario
rapido e sensibilidade a exposicdo a toxicantes, podendo absorver rapidamente os
compostos que sao adicionados diretamente a 4gua e acumula-los em varios tecidos
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

A figura 5 resume de forma ilustrativa as vantagens da utilizacdo do peixe-
zebra em relacéo a ratos utilizados em diversas pesquisas, destacando a similaridade
genética do peixe em relacdo ao homem, tipo de fecundacéo, e custo médio dos

animais.
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Figura 5 — Conhecendo o peixe zebra.
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Fonte: Autor com adaptacdes (http://www.ufrgs.br/secom/ciencia/zebrafish-o-peixe-que-esta-
conquistando-os-laboratorios/ Arte: Renata Ferreira).


http://www.ufrgs.br/secom/ciencia/zebrafish-o-peixe-que-esta-conquistando-os-laboratorios/
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Em resumo, a pesquisa utilizando o peixe-zebra como modelo animal tem
diversas vantagens: o baixo custo, a facilidade de manutencdo, o tamanho dos
animais que facilita 0 manejo em pequenos espacos. Com novas tecnologias sendo
desenvolvidas, estudos com estes animais podem melhorar significativamente a
compreensao do desenvolvimento de patologias e proporcionar estratégias para o

tratamento.

1.4 Histopatologia de peixes

As analises histopatologicas sdo sensiveis para detectar efeitos diretos de
compostos quimicos em 6rgaos-alvo, como branquias, figado e rim (MAHARAJAN et
al., 2012; BENZE, 2013), uma vez que as analises microscopicas permitem considerar
guantitativamente as lesdes histopatolégicas, possibilitando, relacionar os danos
encontrados com alteracbes em outros tipos de biomarcadores em peixes
(SCHWAIGER et al., 1997).

1.4.1 As branquias

As branquias sao constituidas na maioria dos peixes teleGsteos por quatro
arcos branquiais em cada lado da faringe, se estendendo em duas fileiras de
filamentos branquiais ou lamelas priméarias, as lamelas secundarias se elevam acima
e abaixo destes filamentos, regularmente distribuidas (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).
Atuam como um 6rgdo multifuncional que esta diretamente envolvido nas trocas de
gases respiratorios (02/COz), regulagéo ibnica e osmotica, no equilibrio acido-base,
na excrecao de produtos nitrogenados e metabolismo de xenobioticos (FERNANDES;
MORON, 2014).

O fato de este 6rgdo funcionar como uma barreira entre 0 meio externo e
interno faz com que a morfologia branquial passe por constantes modificagdes durante
a adaptacao do peixe as alteracdes ambientais. As branquias atuam como 6rgéo alvo
dos peixes para 0s poluentes, por estarem em contato permanente com o ambiente
aguatico e apresentarem uma extensa area superficial (FLORES-LOPES; THOMAZ,
2011).

Diversos tipos celulares compde o epitélio branquial: células pavimentosas
(CPV), células mucosas (CM), células pilares (CP) e células-cloreto (CC). As CPV

formam a maior parte da superficie branquial constituindo cristas, que dispostas
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circularmente ampliam a superficie celular aumentando a transferéncia gasosa
(EVANS et al., 1999). As CM localizam-se na porcdo basal dos filamentos e nas
regides interlamelares, o muco que produzem possuem funcfes de lubrificacéo,
protecdo do tecido contra microrganismos patogénicos, resisténcia a doencas e
substancias toxicas, estas secre¢des também atuam na regulacéo e difusdo de ions
(BERNET et al., 1999; DIAZ et al., 2001; HANDY et al., 1989). As CP evitam o
abaulamento da lamela pela pressdo sanguinea, pois controlam o fluxo de outras
células no interior da lamela secundaria (RANDALL et al., 2000). As CC possuem
funcdes relacionadas a regulacdo de ions, balanco acido basico e reducao de
transferéncias gasosas, geralmente se localizam na regido basal das lamelas,
podendo também ser encontradas na regido apical (PERRY, 1997). Fatores
ambientais podem influenciar o nimero, tamanho, forma e estrutura destas células,
consequentemente, comprometendo o funcionamento normal do 6rgdo (JAGOE;
HAINES, 1990).

1.4.2 O Figado

O figado é um 6rgao fundamental para o metabolismo, quando se considera
a acao de produtos quimicos que possam estar afetando o peixe, é o principal 6rgao
na biotransformacdo e excrecdo dos xenobidticos (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).
Destacam-se como principais fun¢des do figado: converséo de alimentos, estoque de
glicogénio, remocdo e metabolizacdo de substancias quimicas presentes no
organismo, formacéao da bile, sintese de proteinas plasmaticas, sintese do colesterol
utilizados nos horménios e membranas celulares, producdo de secrecdes exocrinas e
metabolismo de hormoénios (HEATH, 1995).

Os hepatocitos possuem diversas funcdes essenciais para a sobrevivéncia do
animal, além de realizar um papel importante no metabolismo de proteinas, lipideos e
carboidratos. Atua como sitios de glicose e desintoxicam o0 organismo através da
metabolizacdo de agentes quimicos (GARTNER; HIATT, 2007).

1.4.3 O Rim

Em peixes de agua doce a principal funcéo do rim € a excrecao de uma grande
guantidade de urina diluida. Assim, a urina dos peixes dulcicolas é abundante e com
baixa concentragcdo de eletrolitos (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Localizado
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dorsalmente, junto da coluna vertebral, o rim dos teledsteos € divido em duas por¢oes:
rim cefalico ou a porcdo anterior e a porcao posterior. A por¢cdo anterior do rim é
homologa a adrenal de mamiferos e apresenta dois tipos especiais de células, as
células interenais e as células cromafins. A porcéo posterior do rim dos teledsteos, em
associacdo com as branquias e intestino, realiza a excrecdo e a manutencao da
homeostase dos fluidos corporais (EVANS, 1993).

Os rins compdem a principal rota de excrecado para os metabolitos de varios
xenobidticos os quais o peixe tenha sido eventualmente exposto (HINTON et al.,
1990), elimina produtos quimicos durante o curso de formag¢do da urina, alguns
através da filtracdo glomerular, outros por reabsorcao ou pelos processos de secre¢cao
tubular (JOBLING, 1995; EVANS, 1993). Lesdes no tecido renal podem ser indicacdes
de toxinas especificas e assim podem ser utilizados como indicadores causados por
estes compostos (HINTON; LAUREN, 1990).

1.4.4 Orgaos do sistema reprodutor

Durante o processo do ciclo reprodutivo, as gbnadas acumulam
espermatozoides ou ovocitos vitelogénicos até alcancar o pico no momento da
reproducao (GODINHO, 2007). Os horménios séo fatores endégenos, que regulam a
dindmica reprodutiva e os fatores abibticos sdo exdgenos, sazonalmente variaveis.
Neste caso, os fatores enddgenos séo influenciados pelos exdégenos, como por
exemplo, a temperatura e o fotoperiodo, que atuam no hipotalamo levando a producéo
de liberadores de gonadotrofinas, estimulando a liberagdo de hormdnios
gonadotroficos e a producao de esteroides (NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008).

Os ovaérios e testiculos (figura 6) na maioria das espécies de peixes
neotropicais sao Orgdos pares, alongados, fusiformes, e globosos, localizados na
porcdo dorsal da cavidade celomatica, um de cada lado da vesicula gasosa e
dorsalmente ao tubo digestivo. As gbnadas se prolongam no sentido cranio caudal,
fundindo-se em um Unico oviduto e terminando na papila urogenital por onde os 6vulos
alcancam o meio externo, localizada caudalmente a abertura anal (RODRIGUES;
QUEROL; BRACCINI, 2005).
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Figura 6 — Visao geral da anatomia endocrina relacionada ao peixe-zebra adulto. Os
principais tecidos esteroidogénicos (gbnadas — em destaque, células interrenais
embutidas no rim cefélico); medula espinhal, figado e coragéo.
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Fonte: Tokars et al. (2013).

Nas fémeas, os foliculos ovarianos incluem o ovécito, as células foliculares e
a membrana vitelina. Durante a ovogénese, inicia-se a proliferacdo e diferenciacao
das ovogoOnias por meio do processo mitdtico. Essas células germinativas primordiais
podem apresentar-se em ninhos ou isoladamente (SCHULTZ; FAVARO; SPACH,
2002).

Em teledsteos machos na parte externa do testiculo ha um revestimento por
uma fina capsula fibrosa de tecido conjuntivo que se estende para o interior,
delimitando os tubulos seminiferos. Durante o processo de espermatogénese, ocorre
mitose nas células germinais primordiais (espermatogdnias), originando o0s
espermatoécitos, nos quais se dividem meioticamente, originando as espermatides
que, ao sofrerem espermiogénese, dando origem as células reprodutoras masculinas
0s espermatozoides (RIBEIRO, 2005).
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PERFIL QUIMICO E CROMATOGRAFIA GASOSA/ESPECTROMETRIA DE MASSAS —
CG/MS DOS EXTRATOS DOS FRUTOS DE Terminalia corrugata

RESUMO

T. corrugata é uma espécie vegetal comumente encontrada nas regibes norte e
nordeste do Brasil. Produz frutos entre os meses de julho a outubro, atraindo diversos
animais silvestres e animais de producdo, como bovinos, caprinos e ovinos.
Produtores rurais relatam que apdés ingestdo dos frutos, os animais de producéo
apresentaram diversos sintomas de toxicidade, dentre eles, perda de peso, focinho
seco, nascimento de animais fracos e abortos. Nesta perspectiva, objetivou-se a
obtencdo dos extratos hexanico, acetatico dos frutos maduros de T. corrugata para
identificacdo quimica dos compostos presentes por meio de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrémetro de Massas — CG/MS. Foram verificadas através da triagem
fitoquimica nos extratos hexanico e acetatico a presenca de taninos, saponinas,
esteroides e triterpenoides e acucares redutores. No extrato butandlico e aquoso,
observaram-se a presenca de acucares redutores, saponinas e taninos. Através da
cromatografia gasosa/espectrometria de massas, foi possivel a deteccdo de 2
compostos na fracdo acetatica: furfural e 5-methylhydroxyfurfural.

Palavras-chave: Frutos. Mirindiba. Extrato vegetal. Furfural. 5-methylhydroxyfurfural.
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PHYTOCHEMICAL AND GAS CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS/MASS
SPECTROMETRY - GC/MS OF EXTRACTS OF FRUITS OF Terminalia corrugata

ABSTRACT

T. corrugata is a plant species commonly found in the north and northeast regions of
Brazil. It produces fruits between the months of July and October, attracting several
wild animals and production animals, such as cattle, goats and sheep. Rural producers
report that after ingestion of the fruits, the production animals presented several
symptoms of toxicity, among them, weight loss, dry muzzle, birth of weak animals and
abortions. In this perspective, the objective was to obtain the hexane and acetate
extracts of the ripe fruits of T. corrugata for the chemical identification of the
compounds present by means of Gas Chromatography coupled to a Mass
Spectrometer — GC/MS. The presence of tannins, saponins, steroids and triterpenoids
and reducing sugars were verified through phytochemical screening in the hexane and
acetate extracts. In the butanolic and aqueous extracts, the presence of reducing
sugars, saponins and tannins was observed. Through gas chromatography/mass
spectrometry, it was possible to detect 2 compounds in the acetate fraction: furfural
and 5-methylhydroxyfurfural.

Keywords: Fruits. Mirindiba. Plant extract. Furfural. 5-methylhydroxyfurfural.
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1 INTRODUCAO

O género Terminalia € o segundo maior género da familia Combretaceae,
possuindo cerca de 240 espécies, distribuidas nas regides tropicais da América,
Africa, Oceania e Asia (STACE, 2010; MAURIN et al., 2017). As filogenias do género,
baseadas em sequéncias génicas de marcadores moleculares nucleares e plastidiais,
incluiram Buchenavia em Terminalia (BERGER, et al., 2016; MAURIN et al. 2017).

T. corrugata, conhecida popularmente como mirindiba, produz de flores e
frutos praticamente em simultaneidade entre os meses de julho a outubro, a
quantidade de frutos produzidas variam de um ano para outro para cada espécime,
sendo que em determinado ano pode-se observar uma maior producdo, e no ano
seguinte uma producdo menor (MELLO et al., 2010; FARIAS et al., 2015).

Teodoro et al. (2018) verificaram a presenca dos seguintes constituintes nos
extratos das folhas de T. corrugata: acido gélico, acido quinico, kaempferol,
epicatequina, acido elagico, buchenavianina, eschweilenol b, eschweilenol c, vitexina,
corilagina, 1a, 23 B — dihydroxy - 12 — oleanen — 29 — oic — acido - 23 —o—-a—-1-4
acetilramnopiranosideo e punicalina. Nos frutos, Batista (2011) verificou a presenca
de compostos fendlicos como galato de etila, galato de metila e acido gélico; taninos
hidrolisaveis como corilagina e buchenavina; lignanas em mistura de pinoresinol com
epipinoresinol.

Criadores de gado, ovinos e caprinos tém sido relatado que a ingestdo dos
frutos pelos animais, estaria de alguma forma, associada a ocorréncia de abortos
(COSTA, et al., 2011; MELLO et al., 2010), pesquisas tém demonstrado que animais
submetidos ao extrato dos frutos tiveram reducdo de peso, absorcdo embrionaria e
toxicidade sistémica (NUNES et al., 2010; LOPES, 2013). Nesta perspectiva, sao
escassos pesquisas que envolvam a avaliacdo por meio de cromatografia
gasosa/espectrometria de massas (CG/MS) afim de identificar compostos presentes
nos frutos de T. corrugata.

Tendo em vista os relatos de toxicidade de animais de produgédo apds o
consumo dos frutos de T. corrugata, é essencial a elucidacdo dos compostos
presentes nos frutos para compreensédo possam estar relacionados a ocorréncia de
toxicidade reprodutiva. Objetiva-se a obtencao de diferentes fracoes dos extratos dos

frutos de T. corrugata (hexanico e acetatico) e analise quimica dos compostos
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presentes nos extratos através da Cromatografia Gasosa acoplada a um
Espectrometro de Massas — CG/MS.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal utilizado

Foram utilizados frutos maduros da T. corrugata, coletados entre os meses de
agosto a setembro de 2022 na regiao rural do municipio de Araguaina — TO, préximo
ao campus da Universidade Federal do Norte do Tocantins — UFNT, 7° 04’ 45" S 48°
11’ 49” W, Araguaina — TO, Brasil. Uma exsicata foi identificada e depositada no
herbario registro n°: 10301, da Universidade Federal do Tocantins — UFT, campus de
Porto nacional.

Para a coleta dos frutos, lona plastica foi colocada embaixo da arvore, para
que os frutos pudessem cair sobre a lona e serem coletados no mesmo dia. Em
seguida, acondicionados em caixas termo isolantes contendo gelo e encaminhados
ao Laboratorio Multidisciplinar de Patologia Animal da UFNT, lavados em agua
destilada e selecionados quanto a integridade, auséncia de doencas e fragmentos de
areia, folhas e gravetos, a casca e a polpa foram retiradas manualmente e percolados
em alcool 96% por 10 dias ao abrigo de luz, posteriormente, a solucao foi filtrada e
armazenada em freezer (-20 °C) até utilizacao.

2.2 Triagem fitoquimica

Apods obtencao do EB dos frutos, ocorreu o particionamento por polaridade
de solventes conforme (LOPES, 2013). Para isso, 10 g do EB foi diluido em 150
mL de 4gua destilada e submetido a sucessivas particdes com hexano, acetato de
etila e alcool butilico de acordo com o gradiente crescente de polaridade.

Para a obtencdo da solucédo hexanico, acetatica e butandlica o EB diluido
em agua (150 mL) foi particionado 3x em baldo de separacdo com 150 mL
contendo hexano, em seguida o extrato hidroalcoolico foi lavado 3x em acetato de
etilla e posteriormente, lavado por 3x em alcool buticico. Procedeu-se a
rotaevaporagdo por pressdo reduzida para obtencdo dos extratos hexano,
acetatico, butandlico e aquaso (figura 1). Em seguida cada extrato foi submetido a

triagem fitoquimica deteccdo de alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas,
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esteroides e aclUcares por meio de reagbes quimicas que resultam no
desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitado, caracteristico para cada classe de
substancia (FALKENBERG M. B. et al. 2007; MATOS, F. J. 1997).

Figura 1- Modelo esquematico da sequéncia do particionamento por polaridade de
solventes EB T. corrugata.

10 g de EB de T. corrugata 1° particéo
(diluida em 150 mL de dgua destilada) extraido por 3x em
I 150 mL de Hexano

| |

Extrato hexdnico Extrato aquoso 2° particdo
extraido por 3xem

150 mL de acetato de etila

(- <
Rotaevaporador 3 ° partigao
extraido por 3x em
150 mL de butanol
Extrato acetdtico

Extrato aquoso

Rotaevaporador /

Extrato aquoso

Fonte: Autora.

2.3 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas — CG/MS

Uma amostra do extrato acetatico foi encaminhada para o Laboratoério Central
Analitica (LABCROM) da Universidade Federal do Norte do Tocantins campus
Araguaina, Brasil. A técnica de CG-MS foi utilizada neste estudo para separar e
identificar os fitocomponentes presentes nos extratos. Primeiramente 10 mg do extrato
acetatico foram diluidos em 2,00 mL de hexano. Posteriormente, cada amostra foi
injetada pelo modo splitless o volume de 1 pL (90:1) em cromatégrafo a gas Agilent
Technologies (5977B — MSD). A qual a fase mével continha um fluxo de gas hélio
equivalente a 1,2 mL/min e a fase estacionaria da coluna foi HP-5MS 5% phenyl
methyl silox, acoplado a um detector de massas. Foi utilizada uma coluna
cromatrografica de 30m x 0,25mm e pressao constante de 9,7853 psi. Para que
houvesse uma melhor separacdo dos compostos, foi utilizada uma rampa Unica de
temperatura na coluna cromatografica, constituindo da seguinte programacéao: o forno
foi mantido inicialmente a 50 °C por 1 minuto e, em seguida, aquecido a uma taxa de
3 °C/min até 180 °C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Triagem fitoquimica

Na tabela 1, estdo apresentados os resultados da triagem fitoquimica para os
extratos hexanico, acetéatico, butandlico e aquoso. Observou-se presenca de
esteroides e triterpenoides no extrato hexanico. No extrato acetético detectou-se a
presenca de taninos, saponinas, esteroides e triterpenoides e acucares redutores. No
Extrato Butandlico e aquoso, observaram-se a presenca de acucares redutores,
saponinas e taninos.

Tabela 1 — Prospeccao quimica dos extratos dos frutos de T. corrugata.

Classes de metabdlito Extratos de T. corrugata
pesquisada
Hexanico Acetéatico Butandlico Aquoso
Alcaloides - - - -
AcUcares redutores - + + +

AcUcares ndo redutores - - - -
Esteroides e triterpenoides + + - -
Flavonoides + + - -
Polissacarideos - - - -
Saponinas - + + +

Taninos - + + +

Nossos resultados corroboram os de Lopes (2013) que ao avaliar as classes
dos metabdlitos secundarios presentes na B. tomentosa (sin. T. corrugata) constatou
a presenca dos mesmos metabdlitos e, adicionalmente flavonoides. Ferreira et al.
(2017) verificaram que na avaliacdo fitoquimica Buchenavia sp., os metabdlitos
secundarios predominantes no extrato etandlico bruto e suas fracdes foram os fendis
simples, leucoantocianidinas (polifenois naturais), flavanonas (classe dos flavonoides)
e triterpenos pentaciclicos, diferentemente dos resultados obtidos.

Algumas destas substancias podem atuar como fitoestrogenos ou
fitoesterdides, desempenhando atividades semelhantes aos hormoénios naturais, e
guando ingeridos por um determinado organismo podem alterar o funcionamento do
sistema endécrino (GHISELLI; JARDIM, 2007; LEYVA et al., 2011). Muitos destes
componentes extraidos de plantas ja demonstraram ter agcédo toxica, como por
exemplo, compostos tanicos, como o acido galico, pode induzir alteracdes

metabdlicas em ratos (SHI et al., 2013), a presenca deste composto ja foi relatado em
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T. catappa, T. sericea (MARRERO DELANGE; MORALES RICO, 2016; DIQUE;
SERRANO; SILVA, 2019).

Nas plantas, os flavonoides exercem funcées como: protecéo contra radiacao
UV, protecdo contra microrganismos e inibicdo enzimatica (NIJVELDT et al., 2001).
Em geral, sdo conhecidos como 0s principais responsaveis pela acao antioxidante
porém podem apresentar toxicidade, incluindo hepatotoxicidade, toxicidade
reprodutiva e atuar como fitoestrogeno (RODRIGUES DA SILVA et al., 2015; SANIN;
GOMEZ; MORALES, 2010).

3.2 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas - CG/MS
A analise CG-MS foi avaliada para determinar a presenca de possiveis
compostos bioativos, na figura 2 esta apresentada o cromatograma do extrato

acetético dos frutos maduros da T. corrugata.

Figura 2 — Cromatograma (CG/MS) da fracdo acetatica dos frutos de T. corrugata.
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Fonte: autora.

Na tabela 2, estdo apresentados os compostos detectados por CG/MS no

extrato acetatico dos frutos de T. corrugata, a formula molecular, o peso molecular, o
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tempo de retencao e a probabilidade em percentagem de semelhanca com o furfural

e 5-methyhidroxyfurfural conforme banco de dados do espectrémetro de massas.

Tabela 2 - Compostos presentes no extrato acetatico dos frutos de T. corrugata caracterizado por
andlise CG-MS.

N°  Nome do composto Formula Peso Tempo de Prob. %
molecular molecular retengdo (min)

1 Furfural CsH402 96,0211 3,979 64,3

2 5-methyhidroxyfurfural CeHsOs3 126,0316 14,410 26,4

Na figura 3, estdo demonstrados a estrutura quimica do furfural e 5-
Hydrymethylfurfural. A presenca destes compostos também foram verificadas em
Terminalia chebula, (GYAWALI; KIM, 2010), e nas folhas e frutos de T. arjuna, sendo

gue estavam presentes em maior quantidade nos frutos (BANO et al., 2020).

Figura 3 - Estrutura quimica do furfural (A); estrutura quimica do 5-
hydroxymethylfurfural (B).

Fonte: National Center for Biotechnology Information, Pubchem. (Acesso: 24 de abril de 2023).

Furfural (CsH40z2), € um aldeido heterociclico e aromatico, conhecido também
como 2-furancarboxaldehyde, 2-furaldehyde, fural, 2-furylmethanal. 5-
methyhidroxyfurfural (CeHeéOs3) ou 5-HMF, furaldehyde, 5-(hydroxymethyl),
hydroxymethylfurfuralaldehyde, é um aldeido e um composto furano formado durante
a decomposicédo térmica de acucares e carboidratos (MESIAS-GARCIA et al., 2010).
Estudos sobre a toxicidade do furfural e 5-HMF em animais e células ja foram
realizados e os resultados demonstram atividade toxica (BAKHIYA et al., 2009;
ZURIAGA et al., 2019; JIANG et al., 2022).

As pesquisas que envolvem a T. corrugata geralmente relacionam os frutos e
folnas a propriedades farmacologicas. A presenca de aldeidos, pode ser um dos
provaveis motivos dos efeitos toxicos relatados. Adicionalmente, é necessario avaliar
a presenca de outros compostos que também possam estar relacionados a toxicidade,

a utilizacao de outras técnicas de avaliacdo quimica para a estimar a presenca destes
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compostos pode ser eficaz, pois amplia a possibilidade de deteccdo de metabdlitos
que ndo foram possiveis verificar através da cromatografia gasosa e espectrometria
de massas. Teodoro e colaboradores (2015 e 2018) verificaram a presenca de acido
gélico, kaempferol, epicatequina, acido elégico, vitexina e corilagina nas folhas de T.
corrugata. Adicionalmente, Batista (2011) verificou nos frutos de T. corrugata acido
gélico; corilagina e buchenavina, lignanas em mistura de pinoresinol com
epipinoresinol. Os fatores edafoclimaticos do ambiente podem influenciar a
morfofisiologia das plantas e, consequentemente, promovem alteracbes nos
metabolitos secundarios (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

4 CONCLUSOES

Os composotos quimicos verificados nesta o pesquisa através do CG/MS
sugerem a presenca de furfural e o 5-hydroxymethylfurfural ja relatados anteriormente

em outras espécies e demonstrando efeito toxico em animais.
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HISTOPATOLOGIA DAS BRANQUIAS, FIGADO E RIM DO Danio rerio EXPOSTO
AO EXTRATO BRUTO DOS FRUTOS DE Terminalia corrugata

RESUMO

Terminalia corrugata (familia Combretaceae) é uma arvore tipica do Brasil conhecida
popularmente como mirindiba. Produtores rurais, criadores de ruminantes relatam que
a ingestdo dos frutos pelos animais, estaria associada de alguma forma a
intoxicagbes. Objetivaram-se avaliar a ClLso-96H € 0S efeitos histopatoldgicos que a
exposicao ao extrato bruto (EB) dos frutos de Terminalia corrugata podem causar nas
branquias figado e rim do Danio rerio como modelo animal. Os animais adultos foram
previamente submetidos ao ensaio para estimativa da CLso-geH, divididos em aquarios
com nove concentracdes diferentes (controle, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1.000, 10.000 e
100.000 mg.L!, n=15). Em seguida, ocorreu outro ensaio para avaliacdo
histopatoldgica, onde os peixes foram submetidos por 21 dias a concentra¢cdes abaixo
da CLso-96+ (controle, 10 e 100 mg.L?). A CLso-96H estimada foi de 774 mg.Lt. N&do ouve
alteracdes nos parametros fisico-quimicos da agua que podessem comprometer 0s
resultados com os peixes. Nao houve reducgéo significativa no peso dos animais
durante os ensaios. Em relacdoa histopatologia, ocorreram lesfes significativas que
comprometem as fun¢bes das branquias, figado e rim dos animais expostos ao EB
dos frutos da T. corrugata durante 21 dias de exposi¢cao. Desta forma, verifica-se que
mesmo em concentracdes mais baixas, o EB pode causar lesbes nos 6rgdos dos
animais.

Palavras-chave: Combretaceae. Buchenavia tomentosa. Toxicidade. Histologia.
Danio rerio.
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HISTOPATHOLOGICAL OF THE GILLS, LIVER AND KIDNEY OF Danio rerio
EXPOSED TO THE RAW EXTRACT OF THE FRUITS OF Terminalia corrugata

ABSTRACT

Terminalia corrugata (Combretaceae family) is a typical tree from Brazil popularly
known as mirindiba. Rural producers ruminants reported that the ingestion of fruits by
animals would be associated in some way with poisoning. The objective was to
evaluate the CL50-96H and the histopathological effects that exposure to the crude
extract (EB) of Terminalia corrugata fruits can cause in the gills, liver and kidney of
Danio rerio as an animal model. The adult animals were previously submitted to the
test to estimate the LC50-96H, divided into aquariums with nine different
concentrations (control, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1,000, 10,000 and 100,000 mg.L!, n=15).
Then, another test for histopathological evaluation took place, where the fish were
submitted for 21 days to concentrations below the CL50-96H (control, 10 and 100
mg.L?, n=30). The estimated LC50-96H was 774 mg.L. There are no alterations in
the physical-chemical parameters of the water that could compromise the results with
the fish. There was no significant reduction in the animals' weight during the tests.
Regarding histopathology, there were significant lesions that compromised the
functions of the gills, liver and kidney of animals exposed to EB from T. corrugata fruits
during 21 days of exposure. Thus, it appears that even at lower concentrations, EB
can cause damage to the organs of animals.

Keywords: Combretaceae. Buchenavia tomentosa. Toxicity. Histology. Danio rerio.
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1 INTRODUCAO

Terminalia corrugata (familia Combretaceae) € uma arvore tipica da regiao de
cerrado, floresta semidecidua, mata ciliar, e também é encontrada em florestas
neotropicais, atlanticas e caatinga, conhecida popularmente como mirindiba,
embiridiba, tarumarana ou tanimbuca (NETO; CORDEIRO; LOIOLA, 2014). No Brasil,
esta distribuida nos estados do Tocantins, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Bahia e Minas Gerais (LORENZI, 2002). Algumas partes do vegetal sao utilizadas na
medicina popular, as folhas, por exemplo, sdo usadas para preparo de cha como
antihiperlipidémicas e anorexigenas e a casca no tratamento de tosse, (LORENZI,
2009) ha também relatos da utilizagédo das flores e frutos por comunidades ribeirinhas
no tratamento do colesterol alto, diabetes e hipertensdo (RIBEIRO et al., 2017).

Produtores de animais ruminantes relatam que a ingestado de frutos da T.
corrugata estaria de alguma forma associada a ocorréncia de abortos, diarréia, focinho
seco, fraqueza, perda de peso, nascimento de animais fracos e até a morte de animais
(COSTA, et al., 2011; MELLO et al., 2010). Pesquisas com os frutos de T. corrugata
tem demonstrado efeito toxico como a reducdo do peso materno e reabsorcéo
embrionaria em ratas Wistar, além de perda de peso em filhotes machos, retardo no
desenvolvimento fisico e toxicidade sistémica (LOPES, 2013; NUNES et al., 2010).

O Zebrafish (Danio rerio) conhecido popularmente no Brasil como Paulistinha,
€ um pequeno peixe teledsteo de agua doce, medindo cerca de 4 cm de comprimento,
pertencente a familia Cyprinidae. Atualmente o zebrafish tem sido utilizado como
modelo animal em substituicéo a ratos de laboratério, tendo em vista os principios dos
3 Rs (substituicdo, reducéao e refinamento; do inglés “replacement, reduction, and
refinement”), em véarias areas de pesquisas como biologia do desenvolvimento,
toxicologia, farmacologia, biologia da evolucdo, nanotecnologia e nanomedicina,
doencas humanas entre outros (CANEDO; ROCHA, 2021; CAVALCANTE et al., 2017;
GUO et al., 2017; ROPER; TANGUAY, 2018;). Tendo-se demonstrado eficiente, pois
possui alta similaridade genética com ratos e humanos (85 e 70 % de similaridade
respectivamente), além da reducdo nos custos financeiros e espacos para
manutengao dos animais (HOWE, 2013).

A avaliacdo histopatoldgica de o6rgédos alvos permite verificar as lesdes
provacadas devido a exposicdo a um agente toxico (MAHARAJAN et al.,, 2012;

BENZE, 2013). Tendo em vista os relatos de toxicidade provocados pelos frutos de T.



63

corrugata em animais de producéao, é essencial pesquisas que avaliem o potencial de
toxicidade dos frutos, especificamente os efeitos histopatolégicos em 6rgdos alvo,
haja vista que, muitos componentes secundarios extraidos das plantas demonstraram
ter acdo toxica podendo afetar as funcdes destes. Dessa forma, objetivou-se avaliar
os efeitos histopatoldgicos que a exposicdo ao EB pode causar nas branquias figado

e rim no zebrafish (Danio rerio).

2 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal do Tocantins - UFT (nimero do protocolo:
23.101.002.349/2020-03).

2.1 Coleta dos frutos

Os frutos maduros da T. corrugata foram coletados em Agosto de 2022 na
regido rural do municipio de Araguaina — TO, proximo ao campus da Universidade
Federal do Norte do Tocantins — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Araguaina — TO. Uma exsicata foi identificada e depositada no herbario registro n°:
10301, da Universidade Federal do Tocantins — UFT, campus de Porto nacional.

Uma lona foi colocada em baixo da arvore para que os frutos podessem cair
sobre ela possibilitando a coleta de frutos rescem caidos, haja vista que, eram
coletados diariamente no inicio da manha e final da tarde, até que se obtivesse
guantidade suficiente para os experimentos. Os frutos foram acondicionados em
caixas termo isolantes contendo gelo e encaminhados ao Laborat6rio Multidisciplinar
de Patologia Animal/lUFNT. Posteriormente, foram lavados em agua destilada e
selecionados quanto a integridade, auséncia de doencas e fragmentos de areia, folhas
e gravetos. A casca e a polpa do fruto foram percolados durante 10 dias em solucéo
etandlica (99%). Ao término desse periodo, o material foi filtrado e rotaevaporado sob
presséo reduzida (Fisatom Mod. 801) a uma temperatura maxima de 43 °C para a
obtencdo do extrato bruto (EB). O EB foi pesado em balangca analitica e o seu
rendimento calculado considerando a massa do extrato obtida apds a rotaevaporagéo
do solvente e a massa inicial do material vegetal. Apds a rotaevaporagdo o EB foi

congelado e armazenado em freezer até o inicio das experimentagdes com 0s peixes.
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2.2 Determinacéao da CLso-96H

D. rerio adultos foram aclimatados por 30 dias em caixa de agua de polietileno
com capacidade de 100L, dotada de sistema de filtracdo de agua, alimentados 3x ao
dia. Posteriormente foram acondicionados em aquarios de vidro com volume de 10
litros e sistema de aeracdao artificial promovido por aeradores especificos.

Para determinacédo da CLso-96H, O extrato bruto dos frutos de T. corrugata foi
pesado em balanca analitica (Shimadzu AUY 220, min 10 mg, max. 220 g), os animais
foram divididos em nove concentragdes: grupo controle, 0,01 mg.L?! + solucédo de
Tween 80 (1%), 0,1 mg.L* + Tween 80 (1%), 1 mg.Lt + Tween 80 (1%), 10 mg.L* +
Tween 80 (1%), 100 mg.L* + Tween 80 (1%), 1.000 mg.L* + Tween 80 (1%), 10.000
mg.L? + Tween 80 (1%), 100.000 mg.L* + Tween 80 (1%), contendo 5 animais por
aguario e 3 repeticdes para cada tratamento (n=15/tratamento). Todos 0s aquarios
contaram com aeracéao artificial, houve um ciclo claro-escuro (14 horas de claro e 10
horas de escuro) e analise dos parametros fisico-quimicos da &4gua. Os animais
permaneceram em jejum (96H). Diariamente os peixes mortos foram retirados dos
aguarios e contabilizados, considerou-se a morte quando o animal ndo apresentava

batimento opercular.

2.3 Avaliacdo histopatoldgica 21 dias de exposicao

Para a avaliacdo histopatoldgica, os peixes foram expostos durante 21 dias
ao EB, as concentracfes utilizadas foram aquelas nas quais causaram mortalidade
inferior a CLso-96H: grupo controle, 10 mg.L*e 100 mg.L. Cada tratamento contou com
30 animais, divididos igualmente em 3 aquarios, sendo que em cada aquario haviam
5 machos e 5 fémeas e também ocorreu um ciclo claro-escuro (14 horas de claro e 10
horas de escuro). As caracteristicas fisico-quimicas da agua: pH, Oz, amdnia téxica e
temperatura, foram analisadas diariamente.

No 21° dia de experimento, os animais foram anestesiados com 100 mg.L* de
tricaina e 300 mg.L* de NaHCO3, adicionado para neutralizar o ph da agua, pois a
solucdo de anestésico é acida, isto promoveu eficacia anestésica evitando acidemia
metabolica (BROWN, 2011) e submetidos a eutanasia por seccdo medular, em
seguida o figado, o rim e a cabeca contendo as branquias foram coletadas com auxilio

de uma lupa (figura 1).
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Figura 1 — Eutanasia dos animais e coleta dos 6rgédos. (A) utilizacdo da lupa para
coleta dos ¢6rgédos; (B) D. rerio exemplificando a coleta, em que se remove a
pele/muasculos lateralmente, afim de expor os 6rgaos para facilitar a coleta.

Fonte: autora.

Os tecidos foram fixados em boin por 12 horas, lavados em &gua corrente por
24 horas e adicionado alcool 70%. Posteriormente foram clivados e submetidos ao
processamento histolégico por uma série alcodlica de desidratacéo (alcool 70%, 80%,
90%, 95% e Absoluto | e Il), diafanizados em xilol e incluidos em parafina histolégica,
seccionados a 5 um de espessura em micrétomo manual (Leica RM 2125RT). Seguiu-
se a montagem das laminas e coloracdo com hematoxilina e eosina para analise em
microscopio de luz Leica com uma camera acoplada (Modelo: ICC50 HD), aumento
de 400x.

A avaliagdo histopatolégica das branquias, figado e rim foram realizadas
conforme a metodologia proposta por Bernet et al. (1999) e adaptado por Paulino et
al. (2020). As andlises consistiram em avaliar 25 campos amostrais aleatorios do
tecido, dispostos em 5 diferentes secc¢fes histologicas, a qual determinara a
frequéncia de ocorréncia de cada lesdo. Dessa forma, considerou-se primeiramente a
frequéncia de ocorréncia, em que, A indica a auséncia de cada lesdo; 0+ indica de 1
a 5 ocorréncias de cada lesao (frequéncia rara); + € de 6 a 10 ocorréncias de cada
lesdo (pouco frequente); ++ € de 11 a 15 ocorréncias de cada lesao (frequéncia
moderada); +++ é de acima de 16 ocorréncias de cada lesao (frequéncia severa). Esta
frequéncia foi traduzida em um escore numérico (Sc), atribuindo-se um valor numérico

conforme representado na tabela 1.
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Tabela 1- Distribuicdo da ocorréncia de lesdes individuais em frequéncia de ocorréncia (adaptado:
PAULINO, et al. 2020).

Ocorréncia da leséo Simbolo Escore numérico

25 campos / 5 cortes (Sc) atribuido
Patologia A 0 vezes A 0
Patologia B 1l ab5vezes 0+ 1
Patologia C 6 a 10 vezes + 2
Patologia D 11 a 15 vezes ++ 3
Patologia E 16 a 20 vezes +++ 4

Auséncia de lesbes (A); frequéncia rara(0+); pouca frequéncia (+); frequéncia moderada (++);
frequéncia severa (+++).

Para as analises histopatologicas que indicam as consequéncias de cada
patologia no 6rgao, atribuiu-se a aplicacdo do indice de altera¢des individuais (laLt) da
lesdo. Considerou-se também o fator de importancia (Fi) segundo Bernet et al. (1999),
que reflete na relevancia da lesédo de acordo com sua importancia patolégica (Tabela
2), onde: (1) representa lesdes facilmente reversiveis e com minima importancia
patoldgica; (2) lesdes reversiveis quando o agente estressor € neutralizada e entéo,
moderada importancia patologica; (3) lesdes geralmente irreversiveis e de extrema

importancia patoldgica.

Tabela 2- Classificacéo das alteracdes histopatolégicas do 6rgao e fator de importancia (Fi) em relagédo
ao 6rgéo e organismo, de acordo com Bernet et al (1999). 1 = minima importancia patolégica; 2 =
moderada importancia patoldgica e 3 = extrema importancia patolégica.

Alteragdes em branquias

Aneurisma (canal marginal apical e basal e redes capilares)

Atrofia celular

Células pilares (constricao/rupturas/dilatacdo do canal marginal)

Alteragdes circulatérias (congestao/hiperemia/hemorragia)

Hipertrofia do epitélio lamelar

Descolamento epitélio lamelar e edemas

Fusao parcial de lamelas

Fuséo total de lamelas

Hiperplasia do epitélio

Necrose celular (focal/total)

Ruptura do epitélio

Alteragcdes em figado

Acumulo de substancias intracelulares

AlteracBes nucleares

AlteracBes na agrquitetura hepética

Aneurisma

Atrofia

Centro de melanomacrofagos

Degeneracéo celular

Fibrose

Hemorragia

Hipertrofia dos hepatdcitos

Hiperemia (sinuséides)

Necorese (focal/total)

Alterac6es em Rim

Acumulos de substancias intracelulares

I
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Atrofia (tibulos e glomérulos)
Alteracdes da arquitetura renal
Alteracdes na estrutura celulares
Alteragdes nucleares do epitélio renal
Alterac®es do tecido intersticial
Alteracdes circulatérias (hemorragia e hiperemia)
Aneurismas

Hipertrofia dos glomérulos

Hipertrofia dos tubulos

Hiperplasia dos tubulos (ocluséo tubular)
Hiperplasia dos glomérulos

Necrose (focal/total)

WNNRPRPRRPRRRNRRLN

Dessa forma, levando em consideracéo o escore de distribuicdo e o fator de
importancia, para cada alteracdo, a construcao do lat serd multiplicando o Sc e o Fi
que reflete a grau da leséo ao 6rgéo. Apos isso, sera calculado o indice de Les&o do
Orgéo (lorc) baseado na somatoria do laLt, na qual representa o comprometimento
morfofuncional do o6rgdo, frente inUmeras lesdes, conforme expressos abaixo
(PAULINO et al., 2020):

IaLT = Fi X Sc

lorg = Zlait
2.4 Andlise Estatistica

Os valores da CLso-96h foram calculados pelo método Trimmed Sperman
Karber (HAMILTON et al., 1977). Para analise estatistica, os dados sdo exibidos como
a média + erro padréo. Foi realizada Analise de Variancia ANOVA (Teste de Dunnett)
para os dados paramétricos, e valores que nao apresentaram distribuicdo normal
foram submetidos a uma andlise nao paramétrica (Kruskal-Wallis com Teste de Dunn)
usando o software estatistico GraphPad Prism v. 5.00 para Windows, onde

probabilidade de p < 0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéao da CLso-96H

Foram coletados 10,357 kg de frutos maduros de mirindiba e apds separacéo
das sementes obteve-se 7,45 kg de polpa e casca. O rendimento do EB dos frutos

frescos sem semente foi de 15,3%. Na tabela 3, estdo demonstrados os parametros
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fisico-quimicos da &gua: pH, O2, ambnia toxica e temperatura, durante o periodo

experimental (96 horas) nédo foram observadas diferencas.

Tabela 3— Parametros fisico-quimicos da agua durante o periodo experimental para determinacdo da
CLso-961 (Média + desvio padréo).

96 horas exposicdo dos pH O2(ppm) Aménia (ppm) Temperatura °C
peixes ao EB

Controle 7,3+0,2 11 0 252+0,3
Controle Tween 7,1+0,1 11 0 25,0
0,01 mg.L? 7,1+0,1 11 0 25,0
0,1 mg.L? 6,8+0,1 11 0 249+0,3
1mg.L? 6,8+0,3 11 0,002 £ 0,004 249+0,3
10 mg.L? 6,7+0,3 11 0,006 £ 0,004 249+0,3
100 mg.L? 6,7+0,3 11 0,004 £ 0,004 249+0,3
1.000 mg.L? 6,7+0,3 11 0,002 £ 0,004 249+0,3
10.000 mg.L? 6,7+0,3 11 0, 005 £ 0,004 25,0
100.000 mg.L? 6,7+0,3 11 0,004 + 0,005 251++0,3

*Teste Dunet, p < 0,05.

Claudiano e colaboradores (2012) observaram diminuigdo significativa na
concentracdo de oxigénio dissolvido e pH da &gua dos aquérios tratados com extrato
aguoso de Terminalia catappa, onde o extrato provocou alteracdo nestes parametros,
influenciando a mortalidade dos peixes guaru (Phalloceros caudimaculatus) durante o
periodo experimental, dificultando relacionar a mortalidade dos animais ao efeito
toxico do extrato, pois a mortalidade também esta ligada a baixa concentracao de
oxigénio na agua e reducédo do pH. Neste trabalho, os parametros avaliados (ph; Oz;
amoOnia e temperatura), se mantiveram estaveis em todo o periodo de exposicdo, e
dentro dos limites aceitaveis (LIMA, et al. 2013). Desta forma, as mortalidades
observadas, estéo relacionadas ao efeito toxico do extrato presente na agua.

Em relacdo as mortalidades dos peixes durante a ClLso-9s1 Observaram-se
100% de mortalidade tratamento com maior concentracdo do EB: 100.000 mg.L™,
86,7% de mortalidade no tratamento com 10.000 mg.L* de EB, 33,3% de mortalidade
no tratamento com 1.000 mg.L* de EB, 13,3% de mortalidade no tratamento com 100
mg.L? de EB e 6,7% de mortalidade no tratamento com 10 mg.L* de EB. N&o foram
observadas mortalidades para o grupo controle, controle tween, 0,01 mg.L, 0,1 mg.
L1, 1 mg. L't. A CLso-9sH do EB de T. corrugata determinada para o zebrafish foi de
774 mg.L 1. A equacdo linear, que representa a relacdo concentracdo-resposta do EB
de T. corrugata, est4 apresentada na figura 2 como o logaritmo das concentracdes x

mortalidade.
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Figura 2— Mortalidade dos peixes (D. rerio) x logaritmos das concentragdes do EB T.
corrugata.

80,00 / y = 15x + 6,6667

70,00 / R?=0,7953
60,00 /

MORTALIDADE (%)
o
o
o
o

Fonte: autora.

N&o existem dados publicados sobre a CLso-961 do extrato de T. corrugata em
peixes. Em comparacdo a outra espécie, Lopes (2013) ao analisar os extratos
(Buchenavia tomentosa sin. T. corrugata): hexanico (CLso-96H 14,26 ug.mL™1), acetatico
(CLso-96H 6,93 pg.mL1), butandlico (CLso-gsH 0,14 pg.mL?t) e aquoso (CLso-96n 0,09
ug.mL?Y) frente a Artemia salina, verificou que a planta possui alta toxicidade, pois a
co-relacdo é de tal forma que a CL50 < 10 ug.mL* na Artemia corresponderia na DL50
entre 100 e 1000 mg/kg em ratos.

YUNUS et al. (2019) verificaram que a CLso-964 do extrato das folhas de T.
catappa em Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) foi de 900 mg.LY1,
comparativamente T. corrugata apresentou maior toxicidade em D. rerio. Menezes et
al. (2020) verificaram que a CLso-961 do extrato aquoso das folhas de T. catappa para
Colossoma macropomum (tambaqui) foi de 410 mg.L™, apresentou maior toxicidade
do que o verificado neste trabalho, demonstrando que, os efeitos podem estar
relacionados a espécie vegetal, pois apesar de pertencerem ao mesmo género,
podem apresentar variagbes nos compostos presentes nas diferentes partes da
planta, além disso, pode-se apresentar variagdes com a espécie animal utilizado no
ensaio e a idade destes.

Durante a exposicdo dos animais por 96 horas, ndo foram observadas
diferencas significativas no peso dos animais (p < 0,05). O peso médio dos animais

estdo expressos na tabela 4.
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Tabela 4 — Média de peso (gramas) do D. rerio submetidos a 96 horas de exposicdo ao EB de T.

corrugata (média + desvio padrdo).

96 horas exposicéo dos peixes ao EB

Peso Inicial (g)

Peso Final (g)

Controle
Controle Tween
0,01 mg.L?
0,1mg.L?
1mg.L?

10 mg.L?

100 mg.L?
1.000 mg.L?
10.000 mg.L*?
100.000 mg.L?

0,177 + 0,05
0,198 + 0,04
0,193 +£ 0,04
0,194 + 0,07
0,201 + 0,08
0,210 + 0,08
0,198 £ 0,07
0,201 + 0,07
0,187 + 0,05
0,188 + 0,06

0,178 + 0,05
0,199 + 0,04
0,189 + 0,06
0,194 + 0,07
0,188 + 0,04
0,201 + 0,06
0,196 + 0,07
0,195+ 0,05
0,187 + 0,04
0,184 + 0,04

Teste Dunet, p < 0,05.

3.2 Toxicidade geral e histopatologia

Durante o periodo experimental (21 dias) ndo foram observadas diferencas
significativas nos parametros da agua: pH, Oz, aménia toxica e temperatura, estes se
mantiveram adequados para a manutencao dos peixes (Tabela 5).

Tabela 5 — Par&dmetros fisico-quimicos da &gua durante o periodo experimental de 21 dias (média +
erro padrdo).

21 dias de exposicéo ao EB Ph O2(ppm) Amaodnia (ppm) Temperatura °C
Controle 7,1+£0,2 11 0 25,3+0,3
Controle Tween 7,0+£0,1 11 0 25,0

10 mg.L? 70+0,1 11 0 253+0,1
100 mg.L™* 7,1+0,2 11 0 25,3+0,3

Teste Dunet, p < 0,05.

O peso dos animais esta expressos na tabela 6 e ndo observou-se diferenca
estatistica (p<0,05) durante a exposi¢cdo dos animais por 21 dias ao EB de T.
corrugata. Diferentemente ao verificado neste trabalho, Lopes (2013) observou
reducdo no ganho de peso de ratos machos. Essas alteragbes podem estar
relacionadas a presenca de compostos quimicos de acao estrogénica presentes na
planta.

Tabela 6 — Média de peso (gramas) do D. rerio submetidos a 96 horas de exposi¢cdo ao EB de T.

corrugata (média + desvio padrdo).
21 dias de exposicdo ao EB

Peso Inicial (g) Peso Final (9)

Controle 0,194 + 0,05 0,193 + 0,05
Controle Tween 0,200 £ 0,04 0,199 + 0,04
10 mg.L? 0,197 £ 0,07 0,194 £ 0,07
100 mg.L™? 0,217 £ 0,08 0,189 £ 0,06

Teste Dunet, p < 0,05.
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3.2.1 Branquias

Na tabela 7, estdo relacionadas o Iar das alteragBes histopatoldgicas
presentes no tecido branquial de D. rerio apds exposicao por 21 dias ao EB da T.
corrugata. Os animais expostos ao EB apresentaram alteracdes significativas na
arquitetura branquial, quando comparados ao grupo controle e, de maneira geral
provocaram aumento na espessura das lamelas secundédrias o que
consequentemente dificultou as trocas gasosas.

Tabela 7 - indice de Alteragdes Individuais (lalt) do tecido branquial de D. rerio apos exposig&o por 21
dias ao extrato bruto de T. corrugata (média = desvio padréo).

Alteracdes nas branquias Fi Controle 10mg.L* 100 mg.L*
Aneurisma (canal marginal apical e basal 2 Oa 0,54+0,11b 0,62+0,16 b
e redes capilares)

Atrofia celular 1 0,23+0,09 a 0,50+0,12 b 0,66 £ 0,09 b
Células pilares (constri¢do/ rupturas/ 1 0,02 + 0,06 a 0,15+ 0,03 b 0,16 +0,05 b
dilatacéo do canal marginal)

Alteracdes circulatérias (congestéo/ 1 0,13+0,07 a 0,22+ 0,04 b 0,22+0,11 b

hiperemia/ hemorragia)

Hipertrofia do epitélio lamelar 1 0,10+0,04a 044+008b 0,46+0,06Db
Descolamento epitélio lamelar e edemas 1 0,14+0,03a 048+006b 056+0,13b
Fus&o parcial de lamelas 2 0,30 + 0,07 a 0,56+0,12 b 0,66 +0,13 b
Fusao total de lamelas 2 Oa 0,21 0,08 b 0,32+0,08b
Hiperplasia do epitélio 1 0,26 £ 0,05 a 0,33+0,10a 0,44+0,11b
Necrose celular (focal/total) 3 O0a 0,18+0,10b 0,45%0,31b
Ruptura do epitélio 2 Oa 0,22+0,10 b 0,11+0,10 b

Letras diferentes nas linhas indicam diferencga estatistica significativa (Kruskal-Wallis p < 0,05).

As alteracbes nas células pilares observadas nesta pesquisa, como
constricdo, ruptura e dilatacdo do canal marginal, resultaram em alteracdes
circulatérias. A hiperplasia e hipertrofia verificadas neste trabalho podem ser consideradas
respostas adaptativas do animal, pois aumentam a distdncia entre 0 meio externo e o
sangue, funcionando assim como barreira protetora (SEPICI-DINCEL et al., 2009). A fuséo
lamelar esta associadas a presenca de hiperplasia e hipertrofia, que quando muito intensas
acabam unindo as lamelas secundarias, dificultando as trocas gasosas.

Semelhante aos resultados obtidos nesta pesquisa, Meneses et al. (2020)
verificaram lesdes no tecido branquial de Colossoma macropomum expostos ao
extrato aquoso das folhas de T. catappa. Estas lesdes interferem nas trocas gasosas
e podem gerar descolamento do epitélio lamelar (SACHI et al., 2021). Na figura 3 a
estrutura normal branquial esta representada pela figura 3A, as principais patologias

encontradas nas branquias de D. rerio apds a exposi¢do ao EB da T. corrugata por
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21 dias estdo apresentadas nas figuras 3 B, C, D, E e F: altera¢bes circulatorias,

hipertrofia, aneurismas.

Figura 3- Fotomicrografia da branquia de D. rerio exposto ao EB de T. corrugata. (A)
grupo controle: Lamela primaria (LP) e Lamela secundaria (Ls); (B) Alteracéo
circulatoria hiperemia (AC), hipertrofia celular (seta) e deslocamento do epitélio
lamelar (cabeca de seta); (C) Alteracdes circulatoria - hemorragia (AC); (D) Aneurisma
com rompimento da lamela (seta); (E) Aneurisma (seta); (F) Alteracdes circulatérias:
hemorragia com fusdo lamelar (AC). HE 400x; barra = 30um.

I o .

Fonte: autora.
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O comprometimento morfofisioldgico do tecido foi evidenciado pelo indice de
lesdo do orgéo (lorg), aumentado significativamente quando comparado ao grupo

controle, conforme demonstrado na figura 4.

Figura 4 — indice de les&o do 6rg&o (lorg) do tecido branquial de D. rerio exposto por
21 dias ao EB de T. corrugata. * diferenca estatistica significativa em relacdo ao
controle (Kruskal-Wallis, p < 0,05).

7
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Controle 10 mg.L" 100 mg.L-!
Concentracao do EB (mg.L™)

Fonte: autora

Considerando todas as alteracdes branquiais observadas em D. rerio exposto
ao EB de T. corrugata, o lorc indicou que as lesbes apresentadas geraram
disfuncbes do 6rgdo apds o periodo de 21 dias de exposicdo. Essas alteracdes
morfolégicas podem representar estratégias adaptativas dos animais para
conservacao das funcgdes fisioldgicas, reduzindo a superficie de contato branquial

com a agua e consequentemente com o agente toxico.

3.2.2 Figado

Na tabela 8, estdo relacionadas o Iat das alteragBes histopatoldgicas
presentes no figado de D. rerio apés exposicao por 21 dias ao EB da T. corrugata.
Verificaram-se que o EB de T. corrugata provocou altera¢cdes leves a moderadas no
tecido hepético, dentre elas, acumulo de granulos intracelulares, alteracdes
nucleares, principalmente degeneracdo nuclear, atrofia, degeneracdo celular,
hipertrofia dos hepatdcitos, hiperemia, estas lesdes provocam alteracdes na

arquitetura hepatica.
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Tabela 8 — indice de Alteragées Individuais (IaLt) do tecido hepatico de D. rerio ap6s exposi¢éo por 21
dias ao extrato bruto de T. corrugata (média + desvio padrdo).

Alteragdes no figado Fi Controle T1 T2
Acumulo de substancias Intracelulares 1 0,00 a 0,37+£027b 0,31+£0,20b
(gréanulos, inclusdes eletro-densas, etc.)

Alteracdes nucleares (degeneragéo 2 1,43 +0,55a 398+037b 368+0,20b
nuclear, auséncia de nucléolo, etc.)

Alteragfes na arquitetura hepatica 1 0,29+0,20 a 1,27+0,34b 1,03+0,18b
Atrofia 2 0,40+0,51a 4,00+0,23b 4,64+0,18b
Degeneracéo celular 1 0,76 £ 0,21 a 1,32+0,38a 1,64+054b
Hipertrofia dos hepatécitos 1 0,16 £ 0,17 a 124+0,37b 164+0,16b
Hiperemia (sinusdides) 1 0,00 a 204+059b 200+0,71b

Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis p < 0,05).

Alteracbes no formato dos hepatocitos apdés a exposicdo pode estar
relacionada a alteracdes no citoesqueleto causando desarranjo na arquitetura
hepatica. A vacuolizacdo dos hepatécitos pode ser resultante de um acumulo de
substancias intracelulares, estas podem resultar em alteracbes metabdlicas
relacionadas a armazenagem, transporte e desintoxicacdo (PACHECO; SANTOS,
2002; TRINCHET et al., 2011).

Meneses e colaboradores (2020) relataram que a exposicdo de C.
macropomum ao extrato aquoso de T. catappa provocou vacuolizacdo dos
hepatécitos, congestdo dos sinusodides e necrose, € importante ressaltar que as
concentracfes utilizadas pelos autores foram superiores as utilizadas neste estudo
(entre 0,1 e 0,5 g.L), demonstrando que T. corrugata foi mais téxica ao D. rerio. A
hiperemia pode ser considerada uma resposta adaptava do animal, pois aumenta o
fluxo sanguineo geral no figado possibilitando a liberacdo de mais nutrientes e
oxigénio, evitando a hipdéxia (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; CARVALHO et. al, 2017,
BORGES et. al, 2018). Na figura 5A, verifica-se a fotomicrografia do figado de D. rerio
e, este apresenta estrutura normal, nas figuras 5 B, C, D, E e F estdo apresentadas
algumas alteracbes histopatolégicas observadas apds exposi¢cdo subcrbnica ao

extrato bruto dos frutos de T. corrugata.
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Figura 5 - Fotomicrografia do figado de D. rerio exposto ao EB de T. corrugata. (A)
grupo controle: hepatocito (*), sinusdides (setas), célula de Kupfer (cabeca de seta);
(B) 10 mg.L: Alteracdo na arquitetura hepatica, degeneracao celular (seta); (C) 100
mg.L: Acumulo de substancias intracelulares (cabeca de seta), alteragées nucleares:
auséncia de nucleo (seta), Hipertrofia celular (*); (D) 10 mg.L: alteragdes nucleares:
nlcleo picnético (cabeca de seta); (E) 100 mg.L1: Alteracdo na arquitetura hepatica
(seta) e alteragGes nucleares: nlcleo deslocado(cabeca de seta); (F) 100 mg.L™?
Alteracdo na arquitetura hepética: degeneracao celular (area quadriculada). V: vaso.
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O comprometimento morfofisioldgico do tecido foi evidenciado pelo indice de
lesdo do orgéo (lora), Vverificou-se aumento significativo dos tratamentos com 10 e
100 mg.L* de EB dos frutos de T. corrugata quando comparados ao grupo controle,

conforme demonstrado na figura 6.

Figure 6 — Indice de lesdo do 6rgio (lorc) do tecido branquial de D. rerio exposto por
21 dias ao EB de T. corrugata. * diferenca estatistica significativa em relacdo ao
controle (Kruskal-Wallis, p < 0,05).

14

12

10

8

IORG

Controle 10 mg.L" 100 mg.L"
Concentracio do EB (mg.L")

Fonte: autora

Considerando todas as alteragBes observadas no figado do D. rerio exposto
ao EB de T. corrugata, o lorg indicou que as lesdes comprometem o funcionamento do
orgdo apods o periodo de 21 dias de exposi¢cao, mesmo estas lesdes sendo reversiveis,
devido a frequéncia e quantidade de alteracdes, podem ocasionar disfuncdes
hepaticas. Diferentemente aos resultados observados, Lopes et al (2013) néo
observaram danos no tecido hepéatico de ratas Wistar tratadas com extrato bruto de
B. tomentosa sin. T. corrugata. No presente estudo, as alteracdes no formato dos
hepatécitos apds a exposicdo ao EB podem estar relacionada a alteracbes no
citoesqueleto e dissociacdo entre os hepatodcitos causando desarranjo do parénquima
hepatico. De forma geral, o figado dos peixes realiza funcdes vitais, essenciais a
homeostasia do organismo, alteragcbes histopatologicas podem prejudicar o
funcionamento normal do 060rgdo e consequentemente afetar o metabolismo
energeético, a biotranformacao e excrecdo de xenobibticos, podendo levar o animal a
morte (PAULINO et al, 2017).
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3.2.3 Rim

O rim do D. rerio adulto é constituido por néfrons que séo responsaveis pela
filtracdo de residuos sanguineos, absorcao de sal e 4gua, desempenhando importante
funcdo na excrecdo do volume de agua que entra no peixe através da boca.
(TASHIMA; HIBIYA, 1995; BORGES et al., 2018). Na tabela 9, estdo apresentadas o0s
indices de Alteragdes Individuais (IaLt) observadas no tecido renal de D. rerio apds
exposicdo ao EB de T. corrugata. Observaram-se alteracfes histopatolégicas
significativas nos tratamentos com 10 e 100 mg.L™, estas lesdes podem comprometer

o funcionamento normal do tecido renal.

Tabela 9 — indice de Alteracées Individuais (laLt) do tecido renal de D. rerio apds exposicao por 21 dias
ao extrato bruto de T. corrugata (média = desvio padrao).
Alteracdes histopatoldgicas Fi Controle 10 mg.L? 100 mg.L™*

Atrofia (tubulos e glomérulos) 2 12,81+292a 159,21 £+ 22,51 b 124+ 2,20 c

Alteracdes da arquitetura Renal 1 12,53+4,01a 37,11+3,43b 3522+4,21b

AlteracBes nas estruturas celulares 1 28,54+164a 63,03£2,90b 60,81+1,82b

Alteracdes nucleares 2 102,83+9,0la 229,20+2855b 275,26 +5,73 ¢
1

Alteragdes circulatérias 24,10+ 3,31 a 42,76 £ 6,44 b 54,33+4,04c
(hemorragia e hiperemia)

Hipertrofia dos tubulos 1 0,72+0,51a 700£1,10b 8,32+0,32b
Hiperplasia dos tubulos (ocluséo 2 61,31+11,10a 206,01 +20,00b 170,80+ 7,7b
tubular)

Hiperplasia dos glomérulos 2 0,40+ 0,40 a 31,93+8,93b 32,00+ 3,10b
Necrose 3 0,00 a 40,51 +12,02b 33,30+£2,70b

Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis p < 0,05).

Alteracdes renais podem seguir uma variedade de padrdes, o agente quimico
envolvido no processo, por exemplo, tera influéncia sobre as lesdes, por isso, este
orgao tem se tornado efetivo nos estudos como biomarcador histopatoldégico em
peixes (FAHEEM; JAHAN; LONE, 2018). A atrofia observada em D. rerio apos
exposicao ao EB da T. corrugata compreende um mecanismo de adaptacéo, Safahieh
et al. (2011) comenta que a atrofia € uma resposta decorrente da diminuicdo de
funcbes especializadas da célula. As alteracées nas estruturas celulares, nucleares
além de outras lesbes observadas, como degeneracbes, ocasionam desarranjo
estrutural na arquitetura renal. Estas alteracbes podem prejudicar a filtracao
glomerular, comprometendo o processo de reabsorcdo e excrecao tubular
(CAMARGO; MARTINEZ, 2007; CARMO et al., 2018). Na figura 7A, estd demonstrada
a estrutura renal normal de D. rerio, tubulos rodeado por tecido intersticial,

hematopoiético e linfoide, as figuras 7 B, C, D, E, e F, estdo demonstradas as
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alteracdes observadas no rim do D. rerio apés a exposicao ao EB da T. corrugata por
21 dias.

Figura 7 — Fotomicrgrafia do tecido renal de D. rerio exposto ao EB T. corrugata. (A)
Grupo controle: Tubulo Distal (TD), Tubulo Proximal (TP) e Glomérulo (G); (B) 10
mg.L* do extrato bruto: Alteracéo circulatéria (AC) e ocluséo tubular (seta); (C) 100
mg.L1 do extrato bruto: Alteracao circulatéria (AC), alteracdes das estruturas celulares
(auséncia de nlcleo, seta) e Hipertrofia (cabeca de seta); (E) 10 mg.L! do extrato
bruto: Hiperplasia (Hpl), oclusédo tubular (seta) e alteracdes das estruturas celulares
(auséncia de nucleo, cabeca de seta); (F) 100 mg.L* do extrato bruto: necrose (N) e
alteracéo da arquitetura renal (Ar). HE 400x; barra = 30um.
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No presente estudo, 0 lorc indicou que as patologias totais ocasionaram
comprometimento do tecido e sua funcao. Este dado esté representado na figura 8,
na qual demostra a somatéria das alteragdes no tecido renal de D. rerio provocadas
pela exposicéo ao EB de T. corrugata.

Figura 8 — indice de lesdo do 6rgéo (lors) do tecido renal de D. rerio exposto por 21
dias ao EB de T. corrugata. * diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle
(p <0,05).

Controle 10 mg.L- 100 mg.L-!
Concentragdo do EB (mg.L")

Fonte: autora

Diferentemente dos resultados observados no presente estudo, Lopes et al.
(2013) nado observaram alteracbes histopatolégicas nos rins de ratas Wistar
submetidas ao EB de B. tomentosa. As alteracdes morfolégicas observadas no rim de
D. rerio comprometem a funcdo do 6rgdo, consequentemente a capacidade de
excrecao de xenobioticos pode estar comprometida, prejudicando ainda mais a saude

do animal.

4 CONCLUSOES

O extrato bruto de T. corrugata provoca toxicidade geral ao D. rerio, causando
alteracdes teciduais nas branquias, figado e rim, afetando o funcionamento normal
destes 6rgados e consequentemente comprometendo o bem-estar animal. A presenca

de substéncias toxicas podem estar relacionadas a estes efeitos.
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TOXICIDADE REPRODUTIVA DO EXTRATO BRUTO DOS FRUTOS DE
Terminalia corrugata em ZEBRAFISH COMO MODELO EXPERIMENTAL

RESUMO

O género Terminalia € o segundo maior género da familia Combretaceae, possuindo
cerca de 240 espécies, distribuidas nas regides tropicais da América, Africa, Oceania
e Asia. A espécie T. corrugata conhecida na regio norte do Brasil como mirindiba, é
relatada por produtores de bovinos, caprinos e ovinos como toxica aos animais que
ingerem os frutos, principalmente alteragdes relacionadas a desordens reprodutivas.
Objetiva-se avaliar a toxicidade reprodutiva do extrato bruto dos frutos de T. corrugata,
utilizando o zebrafish como modelo experimental. Para isto, os animais foram
submetidos a diferentes concentracdes do extrato por 21 dias e grupo controle (agua
livre de extrato). Em seguida, ocorreu avaliagdo de mortalidade, alteracoes
reprodutivas e histologia das génadas. Nao foram observadas reducéo de peso dos
animais expostos ao extrato em relacdo ao grupo controle. Quanto a toxicidade
reprodutiva, o EB causou reducdo na desova dos animais expostos a concentracao
de 100 mg.L%, além disso a histologia das gbnadas das fémeas demonstrou redugéo
no numero de ovécitos de fase IV e V. Em relacdo aos machos, a histologia nao
demonstrou alteracdes significativas nos testiculos. O EB da T. corrugata, causou
toxicidade reprodutiva nas fémeas, com reducdo da maturacdo ovocitaria e
consequente reducdo no namero de ovos diarios, sugerindo que h& presenca de
compostos nos frutos da T. corrugata que estdo causando desordens reprodutivas
nos animais.

Palavras-chave: Fruto. Mirindiba. Paulistinha. Teledsteo. Gonadas.
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REPRODUCTIVE TOXICITY OF THE RAW EXTRACT OF FRUITS OF Terminalia
corrugata IN ZEBRAFISH AS AN EXPERIMENTAL MODEL

ABSTRACT

The genus Terminalia is the second largest genus of the Combretaceae family, having
about 240 species, distributed in the tropical regions of America, Africa, Oceania and
Asia. The species T. corrugata known in the northern region of Brazil as mirindiba, is
reported by producers of cattle, goats and sheep as being toxic to animals that eat the
fruits, mainly alterations related to reproductive disorders. The objective is to evaluate
the reproductive toxicity of the crude extract of T. corrugata fruits, using zebrafish as
an experimental model. For this, the animals were submitted to different concentrations
of the extract for 21 days and control group (extract-free water). Then, mortality,
reproductive alterations and histology of the gonads were evaluated. No weight
reduction was observed in the animals exposed to the extract compared to the control
group. As for reproductive toxicity, EB caused a reduction in spawning in animals
exposed to a concentration of 100 mg.L™?, in addition to the histology of female gonads,
a reduction in the number of phase 1V and V oocytes was observed. histology did not
demonstrate significant alterations in the testes. The EB of T. corrugata caused
reproductive toxicity in females, with reduced oocyte maturation and consequent
reduction in the number of daily eggs, suggesting that there are compounds in the fruits
of T. corrugata that are causing reproductive disorders in animals.

Keywords: Fruit. Mirindiba. Paulistinha. Teleost. Gonads.
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1 INTRODUCAO

O género Terminalia € o segundo maior género da familia Combretaceae,
possuindo cerca de 240 espécies, distribuidas nas regides tropicais da América,
Africa, Oceania e Asia (STACE, 2010; MAURIN et al., 2017). As filogenias do género,
baseadas em sequéncias génicas de marcadores moleculares nucleares e plastidiais
(ITS, rbcL, psaA e ycf3), incluiram Buchenavia em Terminalia (BERGER, 2016;
MAURIN et al., 2017).

Terminalia corrugata, conhecida popularmente como imbu-do-sertdo,
tanimbuca mirindiba, piad-banheira, taruma, biriba, tarumarana, cambry, miringiba,
imbuzeiro, pau pildo, merindiba, mirindiba, migol, tanimbuca, pebanheira, cuiarana ou
tanebuco, € uma arvore tipica do cerrado, floresta semidecidua, mata ciliar também
encontrada em florestas neotropicais, florestas atlanticas e caatinga, estd amplamente
distribuida no territério brasileiro (SIiBBR, 2021).

Algumas partes do vegetal séo utilizadas na medicina popular, as folhas, por
exemplo, sdo usadas para preparo de cha e a casca no tratamento de tosse, como
antihiperlipidémicas e anorexigenas (LORENZI, 2009) ha relatos da utilizacdo das
flores e frutos por comunidades ribeirinhas no tratamento do colesterol alto, diabetes,
hipertenséo (RIBEIRO et al., 2017). Adicionalmente, criadores de bovinos, ovinos e
caprinos relatam que a ingestdo de frutos da T.corrugata estaria de alguma forma
associada a ocorréncia de abortos, diarreia, focinho seco, fraqueza, perda de peso,
nascimento de animais fracos e até a morte de animais (COSTA, et al., 2011; MELLO
et al., 2010). Lopes (2013) avaliando a Toxicidade subcrbnica e reprodutiva dos
extratos butandlico e aquoso de T.corrugata em ratos Wistar, observou que os
extratos promoveram toxicidade reprodutiva, com consequente reabsorcdo
embrionaria. Nos machos, o tratamento prolongado com os extratos induziu a um
quadro de toxicidade sistémica, causando diminuicdo do ganho peso. Sugerindo que
estes resultados foram desencadeados pelos metabolitos secundarios presentes nos
extratos de T.corrugata.

Nesta perspectiva, a presenca de substancias que podem implicar em
desordens reprodutivas e os relatos de intoxicacdo espontanea causados pelo fruto
de T.corrugata em animais de producdo, torna necessario estudos que verifiquem os

possiveis efeitos toxicos de T.corrugata sobre os parametros reprodutivos. Assim,
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objetiva-se avaliar a toxicidade subcronica e reprodutiva do extrato bruto dos frutos de

T.corrugata utilizando o zebrafish como modelo animal.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta dos frutos

Os frutos maduros da T. corrugata foram coletados entre os meses de agosto
a setembro de 2022 na regido rural do municipio de Araguaina — TO, proximo ao
campus da Universidade Federal do Norte do Tocantins — UFNT, 7° 04’ 45” S 48° 171’
49” W, Araguaina — TO, Brasil. Uma exsicata foi identificada e depositada no herbario
registro n° 10301, da Universidade Federal do Tocantins — UFT, campus de Porto
nacional. Para a coleta dos frutos, lona plastica foi colocada embaixo da arvore, para
gue os frutos pudessem cair sobre a lona e serem coletados no mesmo dia, evitando
desta forma o processo de fermentacéao.

Os frutos maduros foram acondicionados em sacos plastico, mantidos em
caixas termo isolantes contendo gelo e encaminhados ao Laboratorio Multidisciplinar
de Patologia Animal da UFNT, lavados em agua destilada e selecionados quanto a
integridade, auséncia de doencas e fragmentos de areia, folhas e gravetos, a casca e
a polpa foram retiradas manualmente e percolados em alcool 96% por 10 dias ao
abrigo de luz, posteriormente, a solucéo foi filtrada e armazenada em freezer (-20 °C)
até utilizacdo. Ao término desse periodo, o material foi filtrado e rotaevaporado sob
pressdo reduzida (Fisatom® Mod. 801) em temperatura maxima de 43 °C, obtendo-se

o extrato bruto (EB) e congelado até o experimento com os peixes.

2.2 Toxicidade reprodutiva do extrato bruto de T. corrugata

A toxicidade reprodutiva foi testada de acordo com a Organizacao para Diretriz
de Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) n° 229 (OECD 229, 2012). O
experimento constituiu em uma pré-exposicao de 14 dias e exposicao de 21 dias em
concentragcbes subletais do extrato bruto. Para determinagcdo das concentragfes

utilizadas, foi estimada a CLso-96H € utilizadas concentracdes inferiores.
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2.2.1 Condic¢des gerais de manutengéo dos peixes

Durante os 14 dias de pré-exposicao, os peixes-zebra adultos (cerca de 4
meses) foram colocados aleatoriamente em aquarios de vidro de 10 L para
estabelecer o nivel basico de reproducdo. Em cada aquario de criacdo continham 5
peixes fémeas e 5 machos. Para coletas dos ovos, seguiu-se a metodologia descrita
por Westerfield (2000), no fundo dos aquérios foram colocados bolas de gude para
gue 0s animais desovasse e 0S 0VOS escorregassem entre as esferas, impedindo
desta forma a predacéo. A coleta dos ovos ocorreu por sifonamento, utilizando uma
mangueira fina e uma peneira com um tecido de cor preta para que 0S OvoS se
destacassem e pudessem serem separados das excretas e contabilizados
diariamente (figura 1).

Figura 1 — A: Os aquarios contendo bolinhas de gude para separacdo dos peixes
adultos e dos ovos depositados. B: ovos coletados, ha imagem observa-se a presenca
de pontinhos brancos: sédo os ovos (setas vermelhas destacando) e detritos menores
(excretas), o fundo preto contribui para destacar os ovos e facilitar a separacao.

Fonte: autora.

2.2.2 Exposicéo ao EB 21 dias

Apbs 14 dias de pré-exposicdo, os peixes-zebra adultos foram expostos as
concentragcdes do extrato de T. corrugata por 21 dias. As concentracdes utilizadas
foram escolhidas conforme a base na Diretriz 229 da OECD (OECD 229, 2012) e
experimentos preliminares, sendo: grupo controle, 10 e 100 mg.L* de EB (3

repeticbes, n = 30). As concentracdes de exposi¢cdo foram renovadas diariamente
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proporcionalmente ao volume retirado de cada aquario e o sistema de conducéo dos
testes foi 0 semi-estético. Os peixes foram alimentados com racdo 3 vezes ao dia com
racdo comercial e 2 vezes ao dia com nauplios de Artemia salina, intercalando entre
0s tipos de alimentos, permaneceram em jejum nas 24 horas anteriores a eutanasia.
Além disso, as variaveis fisico-quimicas da agua incluindo pH, amoénia dissolvida,
temperatura °C e O2 devem foram monitoradas durante todo o periodo experimental.

A desova foi estimulada uma vez todas as manhas, quando a luz da sala era
ligada (controlada por um time eletrénico), uma hora depois 0 numero total de
embrides quantificados e examinados sob um estereomicroscopio para calcular a taxa
de fertilizagdo (%). Para isso, os aquarios foram sifonados com auxilio de uma
mangueira e 0s ovos realocados em outro aquario (maternidade) com agua limpa,
para que ocorra 0 a eclosdo das larvas e quantificacéo.

No final da exposicdo, os peixes adultos foram anestesiados com 100 mg.L?
de tricaina e 300 mg.L* de NaHCO3 adicionado para neutralizar o pH da agua, pois a
solucéo de anestésico é acido, isto promovera eficacia anestésica evitando acidemia
metabdlica (PALMER; MESINGER, 2004). Em seguida, submetidos a coleta das
gbnadas, nas quais foram fixadas boin por 12 horas e lavadas em agua corrente por
24 horas. Posteriormente foram submetidas a uma serie de desidratacdo em alcool,
diafanizadas em xilol, incluidas em parafina histoldgica, cortadas em 5um e montagem
das laminas, coradas em hematoxilina e eosina, analisadas em microscopia com
aumento de 400x.

As gbnadas foram coletadas para analises morfol6gicas através da avaliacéo
histol6gica por meio de foto microscopia do tecido para a medicdo de parametros

gue indicam seu estado de atividade.

2.3 Histologia das génadas

As gbnadas foram avaliadas qualitativamente em microscopio de luz, quanto
a maturagao gonadal conforme a OECD 123 (OECD 123, 2010). Foram avaliadas 25
campos aleatorios distribuidos em 5 cortes por animal (10 machos e 10 fémeas para
cada tratamento). Além disso, os tecidos foram avaliados quanto a presenca de
alteracdes histopatolégicas, como: hipertrofia, hiperplasia, foliculos atrésicos,
inflamacgéo granulomatosa e necrose tecidual. Foi atribuido um sistema de categorias

para abranger uma variedade de diferentes alteracdes teciduais:



90

e Discretas: mudancas que podem ser prontamente contadas. Exemplos
incluem foliculos atrésicos, ovoécitos nos testiculos (testiculos-6vulos) e
aglomerados de células apoptéticas (atresia de ovocitos).

e Espacial: mudancas que podem ser quantificadas por medicfes de area. Isso
inclui lesbes que sao tipicamente classificados como focais, multifocais,
coalescentes ou difusos. Exemplos especificos incluem alteracdes no
estadiamento gonadal, inflamacgéo granulomatosa e necrose tecidual.

e Global: sdo mudancas generalizadas que geralmente requerem medicoes
mais sofisticadas técnicas de quantificacao. Hiperplasia/hipertrofia de células
intersticiais e hiperplasia/hipertrofia de células perifoliculares.

Com isso, as alteracbes observadas foram classificadas quanto a sua
frequéncia no tecido gonodal, conforme tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo das altera¢des gonodais baseado na frequéncia de ocorréncia. Adaptado
OECD n° 123 (2010).

Classificacéo Escala geral de classificagéo
A Ausente
1 1 observacéo ou < 20% alteragGes espaciais
2 3 a 5 observacdes 20% a 50% alteracbes espaciais
3 6 a 8 observacdes 50% a 80% alteracbes espaciais
4 > que 9 ou > 80% alteracdes espaciais

Foram considerados arquitetura gonadal normal em macho de D. rerio a
presenca de diferentes fases de maturagdo: espermatogonia tipo 1 e tipo 2,
espermatocito, espermatide, espermatozoides, células de Sértoli, célula de Leydig e
espermatocisto. Nas fémeas foram considerados arquitetura normal de diferentes
fases de maturacédo dos foliculos ovarianos (fases: I, Il, 111, IV e V): ovogbnia, ovécitos
perinucleolares, ovdcitos alveolares corticais, ovocitos vitelogénicos precoces,
ovocitos maduros, células perifolicular. As alteragbes consideradas estdo

relacionadas na tabela abaixo e serdo classificadas conforme a ocorréncia no 6rgao:



91

Tabela 2 - AlteracBes nas gbnadas de D. rerio. Adaptado: OECD (2010).

Macho Fémea
Proporcdo aumentada de espermatogdnias Fases de maturacao dos foliculos
ovarianos
Presenca de 6vulos testiculares Aumento da atresia oocitaria
Degeneracéo testicular Hiperplasia/hipertrofia de células

perifoliculares
Hiperplasia/hipertrofia de células intersticiais -

Diminuicdo da proporcao de espermatogonias -

Os dados serdo apresentados como a meédia = desvio padrdo. Sera realizada
Andlise de variancia ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett, para os dados
paramétricos, os dados que ndo apresentarem distribuicdo normal, serdo submetidos
a analise ndo paramétrica (Kruskall Wallis), através do programa estatistico software

GraphPad Prisma v 5.0 para Windows. Sera considerada a probabilidade de p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o periodo experimental (21 dias) ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos nos parametros da agua: pH, Oz, amonia téxica e
temperatura, estes se mantiveram adequados para a manutencdo dos peixes
(MOREIRA et al., 2001) e nao interferiram nos resultados experimentais (Tabela 3).
N&o foram observadas diferenca significativa (p<0,05) durante a exposicdo crénica
dos animais ao EB de T. corrugata no peso dos animais (tabela 4).

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos da agua durante o periodo experimental de 21 dias (média +
desvio padréo).

21 dias de exposicéo ao EB Ph O2(ppm) Aménia (ppm) Temperatura °C
Controle 7,1+0,2 11 0 253+0,3
10 mg.L? 70+0,1 11 0 253+0,1
100 mg.L* 7,1+0,2 11 0 25,3+0,3

Teste Dunet, p < 0,05.

Tabela 4 — Média de peso (gramas) do D. rerio submetidos a exposigdo crénica ao EB de T. corrugata
(média + desvio padrao).

21 dias de exposicdo ao EB Peso Inicial (g) Peso Final (g)
Controle 0,194 £ 0,05 0,193 + 0,05
10 mg.L? 0,197 £ 0,07 0,194 £ 0,07
100 mg.L* 0,217 £ 0,08 0,189 + 0,06

Teste Dunet, p<0,05.
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Claudianno et al. (2012) observaram alteragdes em alguns parametros fisico-
qguimicos da agua dos aquarios tratados com extrato aquoso de Terminalia catappa,
como diminuicdo significativa da concentracdo de oxigénio dissolvido e, em menor
proporcdo, do pH o que poderia ter influenciado na mortalidade dos peixes. Em
relacdo ao peso de animais expostos ao EB, alguns trabalhos demonstraram efeito
sobre o0 peso, 0 extrato provocou reducao do peso de ratos adultos e (LOPES, 2013;
NUNES, et al. 2010; MELLO et al., 2010; MAZZINGHY; ADAMS; MARUO, 2009),
diferentemente do observado no presente estudo, onde ndo observou-se variacao

significativa entre os tratamentos.

3.1 Toxicidade Reprodutiva
3.1.1 Producao de ovos

Durante os 14 dias de pré-exposicdo, os animais foram mantidos sobre as
condicbes ambientais que seriam utilizadas durante a exposicdo ao EB. Neste
periodo, ocorreram coletas diarias dos ovos para assegurar que as fémeas estavam
com maturidade sexual e desovando. Observou-se que durante os primeiros dias da
pré-exposicdo a desova estava ocorrendo em menor quantidade (ovos/dia) e no
passar dos dias o numero de ovos/dia aumentaram. Além disso, nos ultimos dias da
pré-exposi¢cao, o numero de ovos diarios ndo variaram significativamente, conforme
demonstrado na figura 2. Provavelmente, o nimero de ovos mais baixo nos primeiros

dias estariam relacionados a adaptacdo dos animais ao ambiente e ao manejo.

Figura 2— Numero de ovos/ dia durante o periodo de pré-exposicao ao EB, neste
periodo ocorriam somente 0 manejo dos animais, ndo havia EB na agua.
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Fonte: autora.
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Durante o periodo experimental (21 dias), ndo ocorreu diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle e o tratamento com 10 mg.L do EB T. corrugata quanto
ao numero de ovos/dia. No tratamento com 100 mg.L' de EB, verificou-se uma
reducado na quantidade de ovos/dia nos tratamentos em comparado ao grupo controle,
indicando que o extrato estaria associado a uma reducdo na producédo de ovos. A
figura 3 demonstra a desova dos animais durante os 21 dias de experimento.

Figura 3 - Numero de ovos/dia durante o periodo experimental 21 dias de exposi¢ao
ao EB de T. corrugata.
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Fonte: autora.

Na tabela 5 observa-se a média de ovos fecundado, ovos eclodidos e a
fertilizagéo (%) do D. rerio exposto ao EB de T. corrugata. Nao ocorreu diferencga
significativa entre os tratamentos quanto a fertilizacdo dos ovos. Apesar de ter ocorrido
menor desova no tratamento 100 mg.L, a quantidade de ovos eclodidos néo foi
afetada. A figura 4 demonstra ovos fecundados e D. rerio e larva apos eclosao.

Tabela 5 — Desova diéria, ovos fecundados, ovos eclodidos e fertilizacao (em percentagem) de D. rerio
exposto ao EB de T. corrugata por 21 dias.

Controle 10 mg.L? 100 mg.L?
Ovos/dia 145,33 £ 20,27 a 142,38 £ 15,63 a 67,47 + 34,86 b
Ovos fecundados 130,90 + 14,88 a 132,57 £ 16,05 a 61,52 + 35,14 a
Ovos eclodidos 124,47 + 14,61 a 124,42 + 16,83 a 57,38 + 36,14 a
Fertilizagdo (%) 84,45+ 2,36 a 84,37 + 3,36 a 83,65+ 10,67 a

Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica, teste de Dunet (p < 0,05).
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Figura 4 — Ovos de D. rerio ap6s fecundacao (A- zigoto, aproximadamente 0,5 horas
apos fecundacao; B — gastrula, aproximadamente 8 horas apés fecundacao); C - larva,
aproximadamente 120 horas apds fecundacéo.

5

Fonte: autora.

Pesquisas tem demonstrado que o 5-hydroxymethtylfurfural (5SHMF) causa
toxicidade em embrifes de D. rerio, alterando o desenvolvimento e comportamento,
como: aumento das taxas de mortalidade e deformidade nas larvas, inibiu o
desenvolvimento da cartilagem, reduziu a mineralizagcdo 0ssea, aumentou 0s niveis
de espécies reativas de oxigénio e na frequéncia cardiaca, demonstrando o efeito
toxico do 5SHMF (JIANG et al., 2022%; JIANG et al., 2022%).

3.1.2 Histologia das gbnadas

Em relacdo a histologia das gbnadas, os machos do controle e dos
tratamentos 10 e 100 mg.L! apresentaram um padrdo de desenvolvimento gonadal
normal, sem alteragcdes. Observaram-se todas as fases de desenvolvimento das
células germinativas, fase inicial de diferenciacdo: espermatog6nia, a fase secundaria
com divisbes meidticas responsaveis pela formacdo dos espermatdcitos e
esperméatides e a fase de diferenciacdo das espermatides em espermatozoides,
observaram-se também a presenca das células de Leydig e as células de Sertoli
(figura 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia dos testiculos de D. rerio. A (controle) e B (100 mg.L™?)
Espermatogénese apresentando diversas fases de desenvolvimento gonadal de D.
rerio. (EG) - Espermatogbnia, (ET) - Espermatdcitos, (EM) - Espermétide, (EZ) —
Espermatozoides; DE — Ducto Espermatico; Células de Leydig (cabeca de seta);
Célula de Sertoli (seta) Coloragao (HE) 400x, barra 30 um

Fonte: autora.

As andlises histologicas das gbnadas das fémeas de D. rerio do controle e 10
mg.L? EB revelaram padrdo normal de distribuicdo e maturagéo gonadal, mostrando

células em diferentes fases de desenvolvimento e ovarios em diferentes estadios de
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maturacdo gonadal (OECD 123, 2010), conforme caracteristicas da prépria espécie,
haja vista que, D. rerio apresenta, em condicbes adequadas, o desenvolvimento
assincrénico dos ovocitos, ou seja, apresenta desova continua conforme a maturacao
das células germinativas (SILVA, 2016).

Na tabela 6 estdo apresentadas o valor médio dos ovOcitos e suas respectivas
fases de maturacdo. Verificou-se uma redugcdo nos ovocitos de estagio IV e V no

tratamento com maior concentracao de EB.

Tabela 6 — histologia ovario de D. rerio exposto ao EB de Terminalia corrugata.

Controle 10mg.L? 100 mg.L?
Hipertrofia células perifoliculares 0,00 a 0,00 a 0,208 £ 0,07 b
Fases ovacitos | 0,22+0,10 a 0,23 + 0,09a 0,012+0,02b
Fases ovocitos |l 4,87 +£0,17 a 488+0,14 a 7,628 £0,18 b
Fases ovacitos lll 4,056 £0,29 a 3,44 +0,08 b 5,336 £ 0,16 c
Fases ovacitos IV 1,84+0,28 a 0,92+0,21b 0,7+0,16 c
Fases ovocitos V 1,62+0,24 a 1,74+0,10 a 0,228 0,03 b

Letras diferentes nas linha indicam diferenga estatistica significativa (Kruskal-Wallis p < 0,05).

Nas Figuras 6 (A e B), € possivel observar as fases de desenvolvimento
ovocitario, | (ovogdnias); Il (ovocitos de estoque reserva), percebe-se grande nucleo
em relacdo ao tamanho do ovdcito; Il (ovécitos com vacuolos lipidicos) nesta fase
podemos ver o nucleo e o nucléolo mais evidentes, e seus vacuolos lipidicos mais
acentuados; IV (ovoécitos com vitelogénese lipidica e proteica), destaca-se também o
envelope vitelogénico bem evidente; V (vitelogénese completa), granulos de vitelo
evidentes e em grande quantidade, ovocitos maduros ( OECD, 2010). Para as fémeas
expostas ao EB a 100 mg.L?, foi possivel observar um predominio de ovdcitos na fase

[, Il e lll, e também a presenca ovocitos perinucleares.
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Figura 6 — Fotomicrografia dos ovérios de D. rerio. A (controle, aumento 400x) e B
(10 mg.L* 100x) ovario apresentando ovécitos do D. rerio em diferentes fases de
desenvolvimento ovocitario. 1l - ovécitos estoques de reserva (Fase Il); Il - ovoécito
com vitelogénese lipidica (Fase lll); IV - ovocito com vitelogénese lipidica e proteica
(Fase 1V); ovovécito com vitelogénese completa (Fase V); C (100 mg.L%, aumento de
1000x) observa-se ovécitos de fase Il. N - nlcleo, seta — envelope vitelinico, cabeca
de seta - granulo de vitelo. Coloracéo (HE), barra 30 pum.

S n.'_ | >, T .
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Fonte: autora.

Os resultados obtidos da histologia de gbnadas de fémeas, machos de Danio
rerio indicam potencial de atuacéo de interferéncia enddcrina. Okuzawa et al. (2003)
comenta que o atraso no desenvolvimento das génadas pode estar relacionado com
0 nivel de atividade do horménio de estimulagdo (GnRH) para secrecdo de
gonadotrofinas tipo 2 (GTH Il) importante para a maturacao final dos ovocitos. Efeitos
de disruptores endocrinos em peixes incluem fertilidade reduzida e efeitos sobre o
desenvolvimento das gonadas (ANDERSEN et al. 2012). A possivel presenca de 5-
HMF pode ter relacdo com a toxicidade reprodutiva verificada nesta pesquisa e a sua
toxicidade foi descrita em embrifes e adultos de D. rerio (JIANG et al., 20222; JIANG

et al., 20229).

4 CONCLUSOES

O extrato bruto de T. corrugata causou toxicidade reprodutiva em Danio rerio
expostos a concentracdo de 100 mg.L?!, especificamente nas fémeas. Estas
alteracdes estéo relacionados a presenca de compostos secundarios na planta com a
capacidade de alterar o metabolismo hormonal dos animais expostos, resultando em

desordens reprodutivas observadas experimentalmente.
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CONCLUSAO GERAL

A identificacdo quimica realizada no extrato acetéatico da T. corrugata indicou
a presenca de furufral e o 5-hydroxymethylfurfural, estas substancias séo toxicas e
podem estar relacionadas as lesfes teciduais observadas nos animais, incluindo
toxicidade reprodutiva. Estudos que verifiquem alteracbes hormonais causadas pelos
frutos de T. corrugata em animais sdo importantes para melhor elucidacéo dos efeitos
toxicos, haja vista que, houve alteracdes reprodutivas em fémeas e isto pode estar
relacionado a desregulacdo enddcrina. E fundamental ressaltar a importancia
ecolégica e farmacoldgica de T. corrugata, com isso, sugere-se a restricao de animais
de producao em periodo reprodutivo a locais em pastagens onde ocorra a T. corrugata
durante o pediodo de frutificacdo, afim de evitar a intoxicacdo destes animais e

minimizar perdas na producéo.



