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RESUMO

O acido usnico é um composto resultante do metabdlito secundario de liquens, e pode ser
produzido por varias espécies destes, tais como Cladonia substellata. A literatura
descreve relevantes atividades biolégicas para o acido usnico. Porém, ha algumas
limitacbes para a sua aplicagao terapéutica. Em recentes estudos foi relatado que tal
composto provoca alteragbes morfoldgicas externas em neonatos expostos durante o
periodo fetal. Alteragbes estas que podem afetar diretamente as redes de colageno,
influenciado pelo composto administrado. Diante disto, o presente estudo teve como
objetivo analisar histologicamente a deposigdo do colageno na derme dos membros de
neonatos provenientes de matrizes submetidas ao acido usnico. Foram utilizados 60
neonatos de maes submetidas ao acido usnico. As ratas do grupo controle (n=6)
receberam por gavagem uma solucéo fisiolégica, e as do grupo tratado (n=6) receberam o
acido usnico purificado na dose 25mg/Kg. Ao 20° dia de prenhez as fémeas foram
sacrificadas por overdose dos anestésicos xilazina (0,3 ml/kg) e cetamina (0,3 ml/kg), e
em seguida, os uteros foram dissecados para retirada dos neonatos. Para a analise
histolégica dos membros foram considerados cinco fetos de cada progenitora. Os
membros dianteiros e traseiros foram fixados em (NBF) formalina a 10% neutra
tamponada, e posteriormente, processados seguindo a técnica histolégica de rotina. Os
blocos foram cortados em 4um de espessura, corados pelo Picrosirius red, e analisados
em microscopio Optico de luz polarizada. Os resultados demonstraram que todos os
neonatos do grupo tratado apresentaram uma menor quantidade de colageno distribuido
na derme, enquanto que os neonatos do grupo controle mostraram-se com uma maior
deposigao de colageno na derme. Esses resultados sugerem uma reduc¢ao na deposicao
do colageno da derme, influenciado pelo acido Usnico, que trara consequéncias futuras na
estrutura dos tecidos dos membros.

Palavras-chave: Metabdlito secundario. Colageno. Toxidade.



ABSTRACT

The usnic acid and a metabolite of Compound Resulting Secondary lichens, and can be
produced by various species thereof such as Cladonia substellata . The literature
describes relevant biological activity for usnic acid. However, there are some limitations to
their therapeutic application. In recent studies it has been reported that this compound
causes external morphological changes in neonates exposed during the fetal period.
These changes that can directly affect the collagen network, influenced by the
administered compound. In view of this, the present study aimed to analyze histologically
the deposition of collagen in the dermis of the members of newborns from mothers
submitted to usnico acid. 60 were used neonates from mothers submitted to Usnico acid.
The headquarters of the control group ( n = 6 ) received by gavage a physiological solution
, and the treated group (n = 6 ) were purified usnic acid at a dose 25 mg / kg . At day 20 of
pregnancy females were sacrificed by anesthetic overdose of xylazine ( 0.3 ml / kg) and
ketamine ( 0.3 ml / kg) , and then the uteri were dissected for removal of neonates. For
histological analysis of members were considered five fetuses from each parent . The front
and hind limbs were fixed in ( NBF ) buffered 10% formalin neutral , and thereafter
processed according to routine histological technique . The blocks were cute into 4um
thick, stained with Picrosirius red, and analyzed by polarized light optical microscope. The
results showed that all newborns treated group had a lower amount of collagen distributed
in the dermis, while the control group neonates showed up with a production of collagen in
the dermis. These results suggest a reduction in the dermal collagen deposition,
influenced by usnic acid, which will further affect the structure of the tissues of the limbs.

Key words: Secondary metabolite. Collagen. Toxicity.
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1 INTRODUGAO

Os liguens sdo uma das mais importantes fontes naturais de compostos
biologicamente ativos, os quais derivam de seu metabolismo primario e secundario.
Dos diversos metabdlitos secundarios produzidos pelos liquens, destaca-se o acido
usnico (MELO et al., 2008).

Muitos estudos tém demonstrado diversas propriedades biologicas atribuidas
ao acido usnico, tais como: antibidtica, antiviral, Antiprotozoaria, antipirética,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, analgésica e antitumoral (BOMFIM, 2009;
CARVALHO et al., 2005; COCCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002).
Entretanto apesar de todas essas atividades bioldgicas ja relatadas, sua utilizagao
terapéutica é bastante limitada, devido a diversos casos de toxicidade ja relatados
em alguns estudos (COCCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002; MULLER,
2001).

Estudo realizado por Silva (2011) com o acido usnico de Cladonia substellata,
relatou relevantes sinais de toxicidade na prole de fémeas prenhez tratadas. Neste
ensaio foi visualizada uma redugéo no numero de fetos viaveis, sendo que 24% dos
fetos ndo prosseguiram o desenvolvimento. Macroscopicamente esta interrupgdo no
desenvolvimento da prole das fémeas prenhez tratadas, foi visualizada a presencga
de malformacgdes, inclusive uma atrofia dos membros superiores € inferiores.

Recentes ensaios realizados por Silva (2014) sobre a investigagao do potencial
toxicoloégico do acido usnico em ratas Wistar durante o periodo da organogénese,
também revelaram varias alteragbes morfologicas em sua prole. Os fetos
apresentaram alteragdes morfologicas como, exposigao do globo ocular, presenca
de uma massa celular na regido superior do feto e atrofia dos membros superiores e
inferiores.

Tais alteracbes podem ser explicadas por Gustafsson et al. (2003) em que as
muitas das alteragdes sobre o desenvolvimento esquelético em neonatos, estao
relacionadas principalmente as alteragdes sobre as redes de colageno e outras
proteinas especializadas que compdem os tecidos. Exercendo um papel importante
na formagdo e fungdo adequada do tecido, podendo a sua falta gerar efeitos

drasticos sobre o desenvolvimento.
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Considerando a auséncia de relatos na literatura sobre as possiveis influéncias
do acido usnico na deposi¢ao do colageno da derme, e tendo em vista as alteragcdes
morfolégicas ja relatadas na prole de ratas expostas ao composto, torna-se
necessario uma maior investigagéo a respeito da deposicéo de colageno na derme
dos membros superiores e inferiores de neonatos nascidos de matrizes submetidas

ao acido usnico de Cladonia substellata durante a prenhez.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LIQUENS

Liguens derivam de associagbes simbioticas entre algas (fotobiontes) e
fungos (micobiontes), e sado responsaveis pela producdo de metabdlitos
denominados substancias liquénicas; Eles sdo conhecidos por habitarem substratos
rochosos. Apresentando limite de tolerancia as variagdes climaticas superior a
qualquer outro organismo fotossintetizante. E encontram-se dispostos do nivel do
mar até as montanhas mais altas; No entanto estdo ausentes em matas muito
escuras e em altitudes acima de 500m. Sendo assim seu habitat varia conforme os
fatores fisicos e climaticos aos quais estdo expostos (MARCELLI, 2006; HONDA,;
VILEGAS, 1999; WEBSTER; WEBER, 2007).

Os liquens podem apresentar variacdo na complexidade de suas formas de
crescimento, podendo se destacar em diferentes tipos, tais como: crostosos,
foliosos, fruticosos, filamentosos e dimadrficos (BUDEL; SCHEIDEGGER, 2008).

Calcula-se que existam cerca de 17.000 espécies conhecidas de liquens, com
dezenas de novas espécies sendo descobertas a cada ano (COCHIETTO et al.,
2002). Tais liquens sado extensamente explorados no ambito medicinal, por
apresentarem grande relevancia econémica. (ARAUJO et al., 2003; COCCHIETO et
al., 2002; PEREIRA et al., 2001).

O talo liquénico é a estrutura resultante da simbiose entre os seres
fotobiontes e micobiontes, e a partir dele € que vao ser produzidos os metabdlitos
primarios e secundarios (PODTEROB, 2008). Os produtos intracelulares sao
resultantes do metabolismo primario, em que sao sintetizados carboidratos,
aminoacidos, proteinas, vitaminas e pigmentos. Os produtos do metabolismo
primario sdo processados e, em metabolismo secundario, sdo produzidas as
substancias liquénicas, unicas neste taxon (NASH, 1996; PEREIRA, 1998). Essas
substancias liquénicas sdo conhecidas como metabdlitos extracelulares, sendo
responsaveis pela maioria das atividades biolégicas dos liquens (NASH, 1996;
MULLER, 2001).

Os produtos do metabolismo secundario dos liquens apresentam varias
funcdes bioldgicas ja relatadas na literatura, dentre as quais se destacam:
fotoprotegao, antibidtica e prevengédo contra a hiperidratacdo. Até o ano de 2008
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foram identificadas 1.050 substancias resultantes do metabolismo secundario dos
liquens (HAUCK, 2010; BAZIN et al., 2008; MULLER, 2001).

Esses produtos extracelulares séo encontrados na medula ou no cortex, mas
raramente em ambas as camadas. Tais substancias podem apresentar cor, como a
maioria das antraquinonas, derivados do acido pulvinico e do acido usnico (NASH,
1996). O acido usnico € geralmente encontrado em abundancia na espécie liquénica
de Cladonia substellata, resultante do seu metabolismo secundario (RIBEIRO et al.,
2006).

Ja as espécies de Haematoma ventosum, Letraria columbina (RICHARDSON,
1987), Icmadophila (RICHARDSON, 1988) e Pseudocyphellaria (LEUCKERT et. al,
1979) apresentam estas substancias liquénicas em outras regides, podendo ser
incolores como atranorina (HAWKSWORTH, 1984) e liquexantona (SMITH, 1987).
Tais substancias provenientes dos metabdlitos bioativos primarios e secundarios de
liquens, sdo de extremo interesse a pesquisa, uma vez que apresentam grande

eficacia na area farmacoldgica.

2.2 ACIDO USNICO

O acido usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3(2h,9bH)- dibenzeno
furadiona; C18H1607], (figura 1) ocorre na natureza em duas formas enantioméricas
(+) e (), as quais sao dependentes da projecdo do grupo metil angular presente na
posicdo do carbono quiral 9b (MULLER, 2001; COCCHIETTO et al., 2002). Sua
forma natural € mais ativa do que qualquer derivado sintético do mesmo. E ha um
limitante no uso pratico deste acido devido a sua baixa solubilidade em solventes

organicos e agua (ERBA, et al., 1998).
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Figura1- Modelo estrutural plano do acido usnico destacando o carbono quiral 9b

OH o CH;

Fonte: (HUNECK e YOSHIMURA, 1996)

O acido usnico € provavelmente produzido pelos liquens visando sua auto
defesa (CARDARELLI et al., 1997; MULLER, 2001). Ele apresenta carater
hidrofébico, sendo insoluvel em agua e glicerol; Parcialmente soluvel em etanol e
facilmente diluido em éter quente, acetona, benzeno e cloroférmio. Seus cristais
tém ponto de fusdo em torno de 203 °C, de coloragdo amarelada (ASAHINA;
SHIBATA, 1954; INGOLFSDOTTIR, 2002).

Ele é o metabdlito liquénico mais estudado desde que foi isolado por Pfaff, em
1826 de Cetraria islandica (L.) Ach. (L.) Ach. e em 1843, por Roheleder e Heldt de
Usnea barbata (BUSTINZA, 1951); Por apresentar diversas propriedades bioldgicas,
tais como: antibidtica, anti-proliferativa, analgésica, antipirética, antiinflamatéria e
antiviral (CARDERELLI et al., 1997; COCHIETTO et al., 2002; OKUYAMA et al.,
1995; VIJAYAKUMAR et al., 2000).

Sendo ainda capaz de apresentar muitas outras propriedades importantes, as
quais sao extremamente exploradas para fins terapéuticos (COCCHIETO et al.,
2002). O acido usnico encontra-se distribuido nos mais variados géneros de:
Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora (Lecanoraceae), Ramalina
(Romalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae) (INGLOLFSDOTTIR, 2002).

As primeiras avaliagbes sobre sua agao antibacteriana datam da década de
50. Nestes ultimos anos, inumeras investigagcdes tém ampliado o conhecimento
desse metabdlito liquénico como antibiotico (COCCHIETTO et al., 2002).

A atividade antitumoral do acido usnico foi relatada pela primeira vez por

Morris Kupchan e Kopperman (1975) contra o carcinoma pulmonar de Lewis em
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ratos. E estudos mais recentes realizados por Ribeiro-Costa et al., (2004)
demonstraram a mesma atividade.

Bazin e colaboradores (2008), no que diz respeito a atividade antiproliferativa
do acido usnico, mostraram que tanto a forma (-) quanto a (+) do acido, apresentam
in vitro citotoxidade contra células cancerigenas em humanos, além de induzir
apoptose das células de leucemia; Carderalli et al. (1997) também comprovou a
mesma eficacia. Tais resultados sdo semelhantes ao encontrado por Takai et al.
(1979), em seu estudo sobre derivados do acido usnico, como potencial agente
antineoplasico.

A literatura atual apresenta diversos relatos da atividade antibi6tica do acido
usnico (COCCHIETTO et al., 2002; SAENZ et al., 2006; WECKESSER et al., 2007).
Além de apresentar também relatos da atividade antimicrobiana revelada através de
estudos realizados por Ingolfsdéttir et al. (1998), onde foram utilizados cinco
compostos distintos originados de liquens, os quais mostraram que o0 acido ushico
apresentou atividade contra o Mycobacterium aurum.

A atividade antiinflamatéria do acido usnico foi demonstada por Vijayakumar e
colaboradores (2000) em um estudo de edema de pata em ratos. Odabasoglu e
colaboradores (2006) mostraram que o acido uUsnico apresentou atividade como
protetor gastrico no modelo de indug¢ao de ulcera provocada por indometacina.

A literatura ainda relaciona o mecanismo de ag¢ao do acido usnico como
desacoplador da cadeia transportadora de elétrons afetando a funcdo mitocondrial e,
por conseguinte, a respiragado celular. Entretanto tal mecanismo néo encontra-se
totalmente definido.

Apesar de sua vasta aplicagao, esse composto apresenta uma alta toxicidade
(PEREIRA et al., 1996; SANTOS et al., 1997). Investigagbes recentes comprovam
tal potencial toxicolégico do acido usnico isolado de Cladonia substellata em ratas
Wistar durante o periodo da organogénese, no qual as ratas foram submetidas a
administracdo oral deste composto na dose de 25mg/kg, provocando alteragdes
morfolégicas em sua prole, tais como, exposi¢gao do globo ocular, presengca de uma
massa celular na regido superior do feto e uma atrofia dos membros superiores e
inferiores (SILVA, 2014).
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2.3 COLAGENO DA DERME

A derme juntamente com a epiderme, sdo camadas multiplas que compdem a
pele que é um o6rgao complexo, o qual recobre o corpo superficialmente. Sabe-se
também que a hipoderme, um tecido conjuntivo frouxo, ndo faz parte da pele, mas,
serve de suporte com os 6rgaos subjacentes da mesma (TAMARKIN, 2004).

A epiderme é formada por uma porgao epitelial de origem ectodérmica e
constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, sendo assim
conhecido por apresentar células de queratinécitos em maior numero, com relagao
as células de Langerhans, de Mercel e aos melandcitos que se apresentam em
menor quantidade; A derme é formada por uma porgdao conjuntiva de origem
mesodérmica, e constituida por células dendriticas e fibroblastos (ROGUET, 1997).
Esta camada da derme possui uma substancia viscosa rica em
mucopolissacarideos, também conhecida por matriz extracelular, a qual mantém as
células unidas, além de proporcionar uma via porosa de difusdo entre os nutrientes e
O? (NELSON, 2006).

A derme é a camada de maior importancia e complexidade da pele, pois nela
ha variadas moléculas, células de defesa e um conjunto de fibras, que se destaca
por apresentar as fungdes de sustentacdo, elasticidade e forca. A derme se
diferencia em camadas, as quais se destacam: A camada papilar que é mais
superficial composta por fibras colagenas finas, e substancia fundamental amorfa
em maiores quantidades; e a camada reticular que por sua vez é mais profunda,
espessa e menos vascularizada que a papilar, sendo constituida por feixes
colagenos mais espessos, distribuidos de forma paralela & epiderme (DANGELO E
FATTINI, 1998; NOGUEIRA, 2007).

As fibras colagenas sdo predominantes do tecido conjuntivo, sendo
constituidas por uma escleroproteina denominada colageno. O colageno é uma
proteina abundante no corpo do ser humano, representando 30% do total das
proteinas deste, e tem como fungao fornecer resisténcia e integridade estrutural a
diversos tecidos. (GUIRRO, 2004).

Essas fibras colagenas encontram-se intimamente entrelagados na derme, a

qual é um dos principais tecidos de suporte da pele e servem para fornecer
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elasticidade e resisténcia a pele. Estas fibras sdo encontradas nas mais diversas
regides da mesma, tais como: derme papilar, reticular, traves septais da hipoderme,
membranas basais e derme reticular média (VIEIRA, 2006; NASCIMENTO et al,,
2007).

O colageno ganhou espago nas ultimas décadas devido a suas inumeras
aplicacdes e atividades reparadoras dos tecidos cutaneos, principalmente pelo fato
dele ser um dos fatores primordiais no retardo do envelhecimento celular (FRANZEN
etal., 2013).

A falta de colageno sobre os tecidos pode gerar efeitos drasticos ao seu
desenvolvimento (GUSTAFSSON et al., 2003). Como a redugcdo na espessura,
resisténcia e tensao da pele; Ocasionando diversas complicagées a nivel estrutural,
tais como: musculatura flacida, diminuicdo da densidade Ossea, perca da
elasticidade e forga motora das articulagées e ligamentos (MOI, 2004; LAPIERE,
1990; RODRIGUES, 2009).

No campo biomédico o colageno apresenta diversas aplicabilidades, devido a
sua alta resisténcia a tensdo, propriedades hemostaticas, nao citotdxicas,
biodegradabilidade controlada, baixa antigenicidade e caracteristicas n&o
inflamatdrias (FRIESS, 1998).

O colageno é um substrato natural para as células, por manter sua morfologia e
fendtipos normais em cultura. Além de exercer papel bem delineado na cicatrizagao
de feridas. Sabe-se também que a matriz do colageno oferece uma estrutura de
suporte biointerativa, a qual guia e estimula a adequada formacao tecidual (LEE et
al., 2001).



21

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Identificar a distribuicdo do colageno na derme dos membros de neonatos

provenientes de matrizes submetidas ao acido usnico.

3.2 ESPECIFICOS

e Quantificar o colageno da derme dos neonatos expostos ao acido usnico
durante o periodo da organogénese;
e Avaliar o efeito do acido usnico sobre a deposig¢ao do colageno da derme dos

neonatos.
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Avaliacdo do colageno da derme dos membros de neonatos nascidos
de matrizes submetidas ao acido usnico de Cladonia substellata
durante a prenhez

Alziane A. AlmeidaZ*, Ketsia S. N. Marinho?, Cleopatra R. da Silva?, Francisco C.A. Aguiar Junior?, Noémia P.
dos Santos?, Katharine R.P. Santos2.

ABSTRACT. - Almeida A.A., Marinho K.S.N., AguiarJunior F.C.A. Santos K.R.P., Santos, N.P. & Silva C.R.S
2015. [ Dermal collagen evaluation of members of neonates born to mothers submitted to usnic
acid Cladonia substellata during pregnancy.] Avaliagio do coldgeno da derme dos membros de
neonatos nascidos de matrizes submetidas ao acido usnico de Cladonia substellata durante a prenhez
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.Area de Morfologia, Departamento de Biologia,Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Centro Académico de Vitéria (CAV), Rua Alto do Reservatério S/N Bela
Vista, Vitdoria de Santo Antdo, PE 55.608-680, Brasil. E-mail: alziane almeida00@hotmail.com

The usnic acid and a metabolite of Compound Resulting Secondary lichens, and can be
produced by various species thereof such as Cladonia substellata . The literature describes relevant
biological activity for usnic acid. However, there are some limitations to their therapeutic application.
In recent studies it has been reported that this compound causes external morphological changes in
neonates exposed during the fetal period. These changes that can directly affect the collagen network,
influenced by the administered compound. In view of this, the present study aimed to analyze
histologically the deposition of collagen in the dermis of the members of newborns from mothers
submitted to usnico acid. 60 were used neonates from mothers submitted to usnico acid. The
headquarters of the control group ( n = 6 ) received by gavage a physiological solution , and the treated
group (n = 6 ) were purified usnic acid at a dose 25 mg / kg . At day 20 of pregnancy females were
sacrificed by anesthetic overdose of xylazine ( 0.3 ml / kg) and ketamine ( 0.3 ml / kg) , and then the
uteri were dissected for removal of neonates. For histological analysis of members were considered
five fetuses from each parent . The front and hind limbs were fixed in ( NBF ) buffered 10% formalin
neutral , and thereafter processed according to routine histological technique . The blocks were cute
into 4um thick, stained with Picrosirius red, and analyzed by polarized light optical microscope. The
results showed that all newborns treated group had a lower amount of collagen distributed in the
dermis, while the control group neonates showed up with a production of collagen in the dermis.
These results suggest a reduction in the dermal collagen deposition, influenced by usnic acid, which
will further affect the structure of the tissues of the limbs.

INDEX TERMS: Secondary Metabolite , collagen, toxicity

RESUMO-0 acido dsnico é um composto resultante do metabélito secundario de liquens, e pode ser
produzido por varias espécies destes, tais como Cladonia substellata. A literatura descreve relevantes
atividades biolégicas para o acido tsnico. Porém, ha algumas limita¢cdes para a sua aplicagdo terapéutica.
Em recentes estudos foi relatado que tal composto provoca altera¢des morfoldgicas externas em neonatos
expostos durante o periodo fetal. Alteragdes estas que podem afetar diretamente as redes de colageno,
influenciado pelo composto administrado. Diante disto, o presente estudo teve como objetivo analisar
histologicamente a deposicdo do coldgeno na derme dos membros de neonatos provenientes de matrizes
submetidas ao acido usnico. Foram utilizados 60 neonatos de maes submetidas ao acido Usnico. As ratas do
grupo controle (n=6) receberam por gavagem uma solucdo fisiolégica, e as do grupo tratado (n=6)
receberam o Aacido usnico purificado na dose 25mg/Kg. Ao 20° dia de prenhez as fémeas foram
sacrificadas por overdose dos anestésicos xilazina (0,3 ml/kg) e cetamina (0,3 ml/kg), e em seguida, os
uteros foram dissecados para retirada dos neonatos. Para a andlise histolégica dos membros foram
considerados cinco fetos de cada progenitora. Os membros dianteiros e traseiros foram fixados em (NBF)
formalina a 10% neutra tamponada, e posteriormente, processados seguindo a técnica histoldgica de
rotina. Os blocos foram cortados em 4um de espessura, corados pelo Picrosirius red, e analisados em
microscépio 6ptico de luz polarizada. Os resultados demonstraram que todos os neonatos do grupo
tratado apresentaram uma menor quantidade de colageno distribuido na derme, enquanto que os
neonatos do grupo controle mostraram-se com uma maior deposicdo de colageno na derme. Esses
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resultados sugerem uma reducgdo na deposicdo do colageno da derme, influenciado pelo acido tsnico, que
trara consequéncias futuras na estrutura dos tecidos dos membros.

TERMOS DE INDEXACAO: Metabdlito secundario, colageno, toxidade.
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INTRODUCAO

Os liquens sdo seres resultantes da associagdo simbiotica entre algas e fungos, e sdo considerados uma
importante fonte de compostos naturais biologicamente ativos, os quais resultam do seu metabolismo
secundario (RIBEIRO et al., 2006; HONDA & VILEGAS, 1999).

Dentre os compostos resultantes do metabolismo secundario liquénico, pode-se destacar o acido
usnico, o qual pode ser extraido de varias espécies de liquens, tais como de Cladonia substellata
(CARDARELLI et al., 1997; MULLER, 2001).

Desde que foi isolado pela primeira vez, o 4cido tsnico é considerado o composto liquénico mais
explorado pela farmacologia devido as suas propriedades bioldgicas, dentre as quais podemos destacar a
sua atividade antibidtica, anti-proliferativa, analgésica, antipirética, antiinflamatéria e antiviral
(CARDERELLI et al, 1997; COCHIETTO et al, 2002; OKUYAMA et al, 1995; VIJAYAKUMAR et al, 2000).

No entanto, apesar de todas as propriedades farmacolégicas apresentadas pelo composto, o 4cido
usnico possui algumas limitagdes para a sua aplicagdo terapéutica, como alguns casos de toxicidade ja
relatados na literatura (PEREIRA et al., 1996; SANTOS et al., 1997; ROCHA e MAGALHAES, 2011; SILVA.,,
2014)

Estudos recentes desenvolvidos por Silva (2011., 2014) relatou relevantes sinais de toxicidade na
prole de fémeas tratadas com o acido Usnico de Cladonia substellata. Neste ensaio foi evidenciada uma
interrupcdo no desenvolvimento da prole das fémeas prenhez tratadas, além da presenca de
malformacdes nos neonatos expostos in titero, inclusive uma atrofia dos membros dianteiros e traseiros.

Alteragdes esqueléticas durante o desenvolvimento embrio-fetal podem estd diretamente
relacionadas as alteragdes sobre as redes de coldgeno e outras proteinas especializadas que compdem os
tecidos. A diminui¢do do colageno pode implicar em efeitos drasticos no organismo em desenvolvimento
ndo somente a nivel dsseo, mas também nas demais regides que apresentam o colageno em sua
constituicdo (GUSTAFSSON et al. 2003; SILVA e PENNA, 2012; MOI, 2004; LAPIERE, 1990).

Moi (2004) e Lapiere (1990) esclarecem que a diminuicdo da quantidade de colageno, é resultante
de uma diminuicdo da atividade metabdlica dos fibroblastos, que sdo as células responsaveis por sua
sintese. Na qual, essa diminui¢do da quantidade de coldgeno pode ocasionar diversas complicacdes a nivel
estrutural.

0 colageno pode se apresentar em diferentes tipos, conforme suas propriedades. Ele tende a se
modificar conforme o desenvolvimento do feto, havendo uma diferenca entre a produgio de colageno
fetal, e producdo de colageno na fase adulta. Ha varios tipos de colageno, dentre eles destacam-se: o mais
resistente do tipo I predominando na pele fetal e adulta. E o colageno do tipo III, menos resistente
representando de 30% a 60% do total da pele humana fetal (LADEIRA et al, 2011; MATSURABA e
ZORNOFF, 1995).

De acordo com os pressupostos tedricos referidos, e tendo em vista a auséncia de relatos na
literatura sobre as possiveis influéncias do acido dsnico na deposicdo do colageno da derme, torna-se
necessario um estudo de avaliacdo do efeito de tal composto sobre o coldgeno da derme de neonatos
expostos ao acido usnico de Cladonia substellata durante o periodo da organogénese.

METODOLOGIA

Os estudos foram conduzidos em ratos Wistar com idade de aproximadamente 60 dias e peso médio de
250 a 300g, provenientes do Biotério do Departamento de Nutri¢cdo. Os animais foram mantidos a
temperatura ambiente a 28°C £ 2°C, sob ciclo dia/noite natural (12h luz e 12h escuro), com livre acesso de
agua e alimento durante o experimento. Foram utilizadas 12 fémeas. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
23076.029828/2013-94).

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

Apébs a confirmacdo do periodo de ovulagdo. As fémeas foram pareadas com machos (2:1)
overnigth e, o acasalamento foi confirmado com a presenca do “plug” (massa esbranquicada de
espermatozoides na abertura vaginal) ou com a presenca de espermatozdides no esfregaco vaginal. As
primeiras 24 horas apds a confirmacdo do acasalamento foram consideradas como dia zero (DO0) de
gestacdo, onde cada fémea foi pesada.

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente nos grupos Controle (n=6) e Tratado (T= 6). Os
animais do grupo controle (C) receberam 1,0 mL de solugao fisiolégica. Os animais do grupo tratado (T)
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receberam a solucdo com o acido tsnico na dose de 25 mg/kg, via oral. A administracdo foi do 6 ° ao
15°dia de gestacao.

As fémeas foram sacrificadas no final da gestacdo por overdose de anestésico (Xilazina, dose de
0,3 ml/kg e cetamina 0,3 ml/kg. Em seguida, foi realizado o procedimento de cesarea para abertura do
utero de cada fémea e retirada dos fetos. Apos o procedimento de cesarea, os fetos considerados vivos, ou
seja, aqueles que apresentarem movimentos das patas traseiras apos estimulos mecanicos e sinais
respiratorios foram eutanasiados através da administracio de uma overdose dos anestésicos Xilazina
(0,01ml/100 mg de peso corpoéreo) e Tiopental (0,01ml/100mg de peso corpdreo), via intraperitoneal.

Foram retiradas dos fetos as patas dianteiras e traseiras, as quais foram mantidas em solu¢do
tamponada de formalina a 10% por 24horas até inclusdes em parafina, e posteriormente seguiram por
todo o processo histolégico de fixacdo, desidratacio, diafanizacdo inclusido (impregnacio) e microtomia
(corte) onde foram obtidos cortes em torno de 4 um de espessura para confec¢do das laminas. Essas
laminas foram coradas pela coloragido de picrosirius red e analisadas em microscopio dptico (Olympus
BH-2, Japan) equipado com um polarizador de luz, e acoplado a uma cidmera. Foram selecionados 10
campos fotograficos para os membros dianteiros e 10 campos para os membros traseiros. O coldgeno
presente nos campos analisados foi identificado através da selecdo de tonalidades birrefringentes
(amareladas ou esverdeadas), correspondentes as bandas de coldgeno polarizadas de fibras finas.

Os valores obtidos através da morfometria foram analisados estatisticamente através do teste-t
de Student (software SPSS, versido 11.0), com significancia <0,05.

RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir das analises morfométricas do colageno da derme demonstraram que os
membros dos neonatos do grupo tratado apresentaram médias significativamente menores em
comparacdo com o grupo controle, sendo p=0, 001. Dados expressos no quadro 2.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da avaliagcdo do colageno da derme indicam que a deposicdo de colageno foi
reduzida para o grupo tratado com o acido Gsnico na dose de 25mg/Kg. Tal alteragdo foi evidenciada na
camada reticular da derme, a qual é mais profunda apresentando espessas quantidades de fibras
colagenas (DANGELO E FATTINI, 1998; NOGUEIRA, 2007).

De acordo com Franzen et al,(2013) alteracdes a nivel de colageno podem ocorrer devido a
diversos fatores, tais como o fumo, bebidas alcodlicas, exposi¢do solar sem protecdo, estresse, consumo de
drogas, falta de atividade fisica e ma alimentagdo, os quais aumentam os niveis de radicais livres no
organismo. No entanto, nenhum trabalho até o presente momento faz inferéncia a respeito da agdo de
farmacos sobre a formacdo e deposi¢do do colageno, em especial o colageno da derme.

Os resultados obtidos demonstraram um efeito similar ao que acontece com o colageno da derme
no avangar da idade, porém em individuos jovens, provocando uma grande alteracdo na quantidade do
colageno influenciado pelo acido usnico (Fig. 1 e Fig. 2). Tal efeito encontrado pode ser comparado ao que
ocorre com individuos idosos, podendo levar ha uma série de complica¢des a nivel dérmico (SHUSTER;
BLACK; MCVITIE, 2006; ORIA et al,, 2003).

Porém outros estudos foram realizados para examinar a proliferacdo celular e a expressao do
colageno em fibroblastos da derme, no entanto sobre os efeitos do acido ascoérbico, onde os resultados
relataram que na auséncia do acido ascérbico (grupo controle) a capacidade proliferativa foi
inversamente relacionada com a idade, nas quais as linhas celulares de individuos mais jovens (recém-
nascidos) proliferaram mais rapidamente atingindo maiores densidades celulares do que as linhas
presentes nos idosos. Entretanto, na presenca do acido ascébico (grupo tratado), tanto as células dos
recém-nascidos quanto de idosos proliferaram a uma taxa mais rdpida, atingindo densidades mais
elevadas do que o grupo controle. Dessa forma o acido ascorbico pareceu capaz de superar a capacidade
proliferativa reduzida de fibroblastos dérmicos idosos, bem como aumentou a sintese de colagéno nas
células idosas por graus semelhantes em células de recém-nascidos ainda que os niveis basais de sintese
de colagéno sdo dependentes da idade (PHILLIPS et al., 1994).

Portanto, a redugdo na deposicdo do colageno na derme do presente estudo foi influenciada pelo
4cido Usnico, o qual trard consequéncias futuras na estrutura dos tecidos dos membros dos neonatos que
foram submetidos a esse farmaco.
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Legenda das Figuras

Fig.1. Fotomicrografia do colageno da derme do tipo III de neonatos submetidos a solugio fisiolégica durante o
periodo gestacional das matrizes. Rede de colageno com o padrio da birrefrigéncia (verde-amarelado),
indicando a presenca de fibras mais grossas e irregulares (seta). Coloragio: picrosirius red. Aumento: 100X.

Fig.2. Fotomicrografia do coldgeno da derme do tipo III de neonatos submetidos ao 4cido Usnico de Cladonia
substellata durante o periodo gestacional das matrizes. Rede de colageno com o padrio da birrefrigéncia (verde-
amarelado), indicando a presenca de fibras mais finas e irregulares (seta). Coloracgdo: picrosirius red. Aumento:
100X.

Os Quadros

Quadro 1. Média e desvio padrio da area do colageno (mm?) dos grupos controle (C) e tratado (T).

Grupos Média e Desvio Padrio
0,07 +£0,08
©)
(T) 0,04 +0,04

Valor de p=0, 001

Figura 1



Figura 2
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