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RESUMO

O acido usnico € um composto de origem natural resultante do metabolismo
secundario de liquens, que € a associacdo simbidtica entre fungos e algas, ele
possui propriedades farmacologicas, como antiflamatoria, e antibidtica, mas apesar
de apresentar essas propriedades seu uso € limitado por causa da sua
hepatotoxicidade. No periodo da gestagdo, a exposi¢cdo materna a esse material
quimico pode causar efeitos no organismo, pois nesse periodo a maioria dos
agentes atravessa facilmente a placenta. Com isso fez-se necessario investigar a
toxicologia do acido usnico nos figados de ratas prenhas e suas proles no periodo
reprodutivo para verificar situagdes que pode ocasionar riscos para a reprodugao
humana. Os animais experimentais utilizados foram ratos, onde se fez o
acasalamento e apdés a confirmagdo da gestagdo as fémeas foram distribuidas
aleatoriamente no grupo controle e grupo tratado, onde o grupo controle recebeu
solucgao fisioldgica e os grupos tratados receberam o acido usnico livre por gavagem
nas doses de 15 mg/kg e 25 mg/kg de peso corporal e apds a gestacéo, as fémeas
foram sacrificadas, os uteros maternos foram dissecados e os fetos retirados para as
analises histologica. Os resultados demonstraram que o acido usnico apresentou
toxicidade durante a organogénese, onde houve uma redugdo no numero de
megacariécitos entre os grupos experimentais e um aumento no numero de
hepatdcitos na dose de 25 mg/kg, esta confirmacédo nos revela que € importante

investigar os efeitos toxicos de substancias naturais.

Palavras-chave: Liquens, Acido Usnico, Toxicidade Reprodutiva, Hepatotoxidade.



ABSTRACT

The usnic acid is a compound of natural origin resulting from secondary metabolism
lichen, which is symbiotic association between fungi and algae, it has
pharmacological properties as antiflamatéria, and antibiotic but despite having these
properties its use it is limited because of its hepatotoxicity. In the period of
pregnancy, maternal exposure to this chemical material can cause effects in the
body, for in that period most agents readily crosses the placenta. Thus it was
necessary to investigate the toxicological potential in the livers of pregnant rats and
their offspring in the reproductive period to check situations that can cause risks to
human reproduction. Experimental animals were used where it made mating and
upon confirmation of pregnancy females were randomly distributed in control and the
group treated group, where the control group received saline and the treated groups
received the usnic acid by gavage at doses of 15mg/kg and 25mg/kg body weight
after pregnancy, females were sacrificed, uteri were dissected maternal and fetal
removed for histological analysis. The results showed that the usnic acid showed
toxicity during organogenesis, where there was a reduction in the number of
megakaryocytes between the experimental groups and an increase in the number of
hepatocytes in a dose of 25 mg / kg, this confirmation reveals that it is important to

investigate the effects toxic natural substances.

Keywords: Lichens, Usnic Acid, Reproductive Toxicity, Hepatotoxicity.
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1. INTRODUGCAO

O &cido usnico € um composto de origem natural resultante do metabolismo
secundario de liquens, que € a associagado simbiotica entre fungos e algas. O acido
usnico € uma substancia caracterizada pela cor amarela amarelada e de baixa
solubilidade em agua (10 mg/100 mL a 25 °C). Esse acido é considerado um dos
mais importantes metabalitos liquénicos biologicamente ativos, podendo representar
mais de 5% do talo seco do liquen (MULLER, 2001).

Na literatura encontramos varias descricdes sobre as propriedades
farmacolégicas do acido usnico, essas propriedades farmacolégicas podem ser:
antibiotica (COCCHIETO; SKERT; NIMIS, 2002), antiflamatéria (VIJAYAKUMAR
et.al., 2000), antineoplasica (SANTOS et. al., 2006; RIBEIRO-COSTA et. al., 2006;
BRISDELLI et. al., 2013), antiviral (SOKOLOV, et. al., 2012), antioxidante
(KOHLHARDT-FLOEHR et. al., 2010; BEHERA; MAHADIK; MOREY, 2012),
cicatrizante (BRUNO et. al., 2013) e moluscicida (MARTINS, 2013). Devido a essa
grande variedade de propriedades farmacolégicas o numero de pesquisas cientificas
sobre a eficacia do acido usnico cresceu muito, pois dados do banco de pesquisa
cientifica internacional revelam que numa média de quatros anos de estudo sobre o
esse acido o numero de artigos publicados passou de cinco artigos em 1974 para
cinquenta e um artigos publicados no ano de 2013. Mas quando fazemos uma
comparagao com as pesquisas cientificas relacionadas a toxicidade, as publicagcdes
dos artigos ndo acompanham o ritmo de pesquisas que demonstra os potencial
toxico que essa substancia pode promover ao organismo (SILVA, 2011).

A toxicidade de uma substancia a um ser vivo pode ser considerada como a
capacidade de causar dano grave ou morte (BARROS; DAVINO, 2008). O estudo da
avaliacado da toxicologia reprodutiva tem como objetivo esclarecer os efeitos
adversos produzidos pela exposi¢cao de drogas, sejam elas naturais ou sintéticas, no
organismo que esta se desenvolvendo, pois de acordo com a toxicologia, toda
substancia pode ser considerada um agente toxico, dependendo das condigdes de
exposicdo. Sao avaliados nos ensaios realizados em animais, nos estudos pré-
clinicos da toxicidade reprodutiva, a fertilidade, o acasalamento, o desenvolvimento

embrio-fetal, o parto e o desenvolvimento pds-natal dos descendentes até a
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maturidade reprodutiva (LEMONICA et al., 2008). Na organogénese, que é o periodo
da formagdo dos orgaos, esses efeitos podem provocar anormalidades no
organismo que esta em desenvolvimento (BERNADI, 2003). O estudo de anomalias
e malformagdes que sao provocadas por perturbagdes durante o desenvolvimento
embrionario e fetal sdo de responsabilidade da teratologia, onde esses efeitos além
de ser malformag¢des também podem ser deformidades e displasias (HANSEN e
YANKIWITZ, 2002). A Malformacao nao esta limitada apenas na formagéo anormal
dos tecidos, mas também anormalidades quimicas, e estas alteragbes podem ser
causadas pela agao direta de um agente téxico sobre o feto ou através de agéo

sobre o organismo materno.

O mecanismo de ag¢do do acido usnico ndo estd completamente elucidado,
mas Pramyothin et al., 2004 constataram que ele age alterando a integridade da
membrana celular permitindo a liberagdo de enzimas hepatoespecificas,
principalmente transaminases, além de causar destruicdo da fungdo mitocondrial
exibindo perda do controle da respiracdo celular e na sintese de ATP e
consequentemente morte celular. Estudos in vitro, demonstram que hepatdcitos
isolados de ratos tratados com diferentes concentragdes de acido usnico (5 uM e 10
MM) apresentaram quase 100% de necrose com a redugéo consideravel dos niveis
de ATP e inibigdo da respiracdo celular, levando ao aumento da produgao de
oxigénio reativo, em forma de radical livre, pela cadeia transportadora de elétrons

causando a morte celular (HAN, et al, 2004).

Foi relatado nos Estados Unidos, que o acido usnico foi um dos principios
ativos de um suplemento chamado Lipokinetix®, e os individuos que consumiram
esse suplemento que continha usnato de sddio apresentaram danos hepatocelular
(FRAVEAU et.al., 2002). Dados afirmam que estas pessoas apresentaram faléncia
aguda do figado (NEFF et al., 2004). Também foi reportado que pacientes
desenvolveram hepatotoxicidade severa apos consumirem durante trés meses, trés
capsulas por dia de UDP-1 (que contém 150 mg de acido usnico, 525 mg de
carnitina e 1050 mg de piruvato de calcio). Ainda foram relatados que pacientes
desenvolveram faléncia hepatica fulminante e foi necessario o transplante do figado.
As analises histopatoldgicas revelaram infiltrados linfocitoplasmatico e areas de
necrose no figado dos pacientes usuarios de UDP-1(SANCHEZ et al., 2006).
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Uma unidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) chamada
de Geréncia de Avaliagado de Segurancga e Eficacia (GESEF) publicou em margo de
2010, no Brasil o “Guia para a Conducédo de Estudos Pré-clinicos de Seguranca
Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos”, esse documento orienta os
estudos pré-clinicos de seguranga para o desenvolvimento de novos medicamentos,
e foi fundamentado em documentos de agéncias reconhecidas pela vigilancia
sanitaria de medicamentos dos Estados Unidos Alimentacdo e Administracao de
Drogas (FDA) e Europa Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA), Conferéncia
Internacional sobre Harmonizagdo (ICH), Organizacdo de Cooperagdo e de
Desenvolvimento Econémico. (OECD), Instituto Nacional do Cancer (NCI) e
Organizacdo Mundial de Saude (WHO), visando a uma padronizagcdo com a

regulamentacao internacional (ANVISA, 2010).

E importante investigar as acdes téxicas de compostos naturais em modelos
animais porque a partir disto, vamos compreender quais os efeitos que essas
substancias podem acarretar ao ser humano quando indicadas como um potencial
farmaco na elaboracdo de medicamentos. Além disso, esses estudos também vao
contribuir para a expansao do conhecimento que € necessario para avaliar a
toxicidade de novos produtos naturais, ja que eles podem ser usados em novos

farmacos para tratamento de doencas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LIQUEN

Liquen é o resultado da simbiose de um micobionte com um fotobionte, ele
estda amplamente distribuido no ambiente terrestre e prefere ambientes pouco ou
nao degradados, substratos especificos e estaveis, possui crescimento lento e suas
comunidades podem levar décadas para se estabelecerem em um substrato novo
(MARCELLI, 1987). Os liquens sao classificados em crostosos, foliosos, fruticosos,
filamentosos e dimoérficos (RAVEN; EVERT; EICORHHN, 2010). A estrutura do talo
liquénico € composta por sobreposicao do micobionte e fotobionte, onde o primeiro é
encontrado nas extremidades do cortex protegendo o fotobionte do ressecamento.
Além desta protegéo, os acidos liquénicos pigmentados aumentam a opacidade do
coértex superior, reduzindo a incidéncia de luz sobre a camada de alga e/ou
cianobactéria, servindo assim como um filtro solar, permitindo que o fotobionte se
desenvolva em ambientes com alta incidéncia de luz. Nesta relacdo simbidtica o
fotobionte fornece vitaminas, nitrogénio (simbiose com cianobactéria) e substancias
organicas necessarias ao desenvolvimento do micobionte (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2010).

Desta associacdo entre micobionte e fotobionte sdo produzidos metabdlitos
intracelulares e extracelulares, classificados de acordo com sua localizagao no talo.
Os produtos intracelulares sao resultantes do metabolismo primario onde sao
sintetizados carboidratos, aminoacidos, proteinas, vitaminas, pigmentos (clorofila,
xantofila e carotenos), estes sao frequentemente sollveis em agua facilitando assim
sua extragcdo. Os metabdlitos extracelulares sdo compostos resultantes de seu
metabolismo secundario, estes denominados substancias liquénicas, tendo como
exemplos o0s acidos usnico, protocetrarico, fumarprotocetarico, salazinico,
lecandrico, etc. (CULBERSON, 1972; NASH IIl, 1996). Estes produtos extracelulares
sao os responsaveis pela maioria das atividades biolégicas e ambientais dos liquens
(MULLER, 2001).
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2.2 ACIDO USNICO

O acido usnico é um composto de origem natural resultante do metabolismo
secundario de liquens e € caracterizado por ser uma substancia com pigmentagao
amarelada e baixa solubilidade em agua, (INGOLFSDOTTIR, 2002; COCCHIETTO
et al.,, 2002). Ele é considerado um dos mais importantes metabdlitos liquénicos
biologicamente ativos e pode apresentar mais de 5% do talo seco do liquen
(MULLER, 2001).

O principal papel bioldégico do acido usnico na natureza € o de antibidtico. As
primeiras avaliagdes sobre a acdo antibacteriana desse acido datam da década de
50 e as investigagbes nos ultimos anos tem ampliado o conhecimento desse
metabdlito liquénico como antibidtico (COCCHIETTO et al, 2002).

A atividade antimicrobiana do acido usnico foi avaliada em combinagcdo com
cinco antibidéticos em um estudo in vitro, os cinco antibidticos foram: clindamicina,
eritromicina, gentamicina, levofloxacina e oxacilina e ocorreu um aumento na
atividade antibacteriana com a agao sinérgica do acido usnico com gentamicina,
clindamicina, oxacilina e eritromicina, enquanto efeito antagonico foi observado com
a levofloxacina. Segatore et al.,, 2012 dizem que esses resultados confirmam a
atividade antimicrobiana do acido usnico e sugere que essa substancia pode ser um
bom candidato para o desenvolvimento de novas combinagdes de medicamentos ou
agentes antimicrobianos.

Um estudo sobre acéo anti-inflamatdria do acido usnico em ratos Wistar com
edema de pata, revelou uma significante reducédo dos edemas com a utilizagado de
uma dose de acido usnico de 100mg/Kg de peso corpéreo, quando comparado com
um farmaco padrdao na mesma dose, esse farmaco possui referéncia como anti-
inflamatorio e € chamado de ibuprofeno. Nesse estudo de edema de pata agudo, a
reducao foi de 0,82 mL (controle) para 0,55 e 0,47 mL (acido usnico e ibuprofeno),
com a ajuda desses resultados, foi sugerido que o mecanismo de acado do acido
usnico pode provocar uma inibicado das prostaglandinas semelhante a outras drogas
anti-inflamatérias (VIJAYAKUMAR et. al., 2000).

A atividade antitumoral do acido usnico foi estuda em camundongos Swiss
frente ao tumor experimental sarcoma-180 e constatou-se que apoés a utilizacdo do

acido obteve-se uma inibicdo de 43% no tumor e uma houve uma redugao da
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proliferagdo celular do carcinoma epidermdide de laringe (RIBEIRO-COSTA et al.,
2006; SANTOS et al. 2006).

Foram utilizadas células de carcinoma de pulmao humano (NCI-H 292) na
investigacdo da acao antiproliferativa do acido uUsnico em suspensao e contido
dentro das nanocapsulas poliméricas e onde os resultados exibiram uma atividade
citotéxica consideravel tanto para o composto em suspensdo quanto para
encapsulado (SANTOS et.al., 2006)

Uma possivel utilizagdo do acido usnico em preparagdes na promogao da
cura ou antienvelhecimento foi observada em ensaios de cicatrizagcao de feridas,
onde foi estimulado o fechamento das monocamadas de queratindcitos
apresentando atividade bacteriostatica e antioxidante na regidao lesionada (BRUNO
et. al., 2013).

2.3 AVALIACAO DA TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

Os estudos pré-clinicos da toxicidade reprodutiva consistem em ensaios
realizados com animais e tem o propdsito de verificar o potencial que uma
substancia quimica tem de provocar efeitos adversos sobre um organismo que esta
no processo reprodutivo. Esses efeitos adversos sobre a organogénese, periodo
da formacdo dos o6rgaos como ja citado, pode ocasionar malformagdes no
organismo em desenvolvimento, com isso faz-se necessario avaliar a fase da
formagdo dos o6rgaos, pois caso essa avaliagdo ndo acontega, podera haver um
comprometimento com o desenvolvimento pds-natal do organismo. A reprodugdo em
mamiferos € um processo delicado onde o organismo esta susceptivel a agentes
quimicos ou a interferéncias ambientais e essa exposi¢cao pode provocar diversas
alteragcdes no desenvolvimento do organismo, como malformagdes externas,

mutacdes ou até mesmo a morte (LEMONICA et. al., 2008).

Em um recente estudo de ensaios preliminares da toxicidade reprodutiva do
acido usnico de Cladonia substellata em ratas Wistar no periodo inicial da
organogénese, demonstrou a presenga de sinais toxicos na prole de fémeas
prenhas e foi visualizada uma redugdo na massa corporea das fémeas prenhas

tratadas, quando comparadas ao grupo controle. Nas proles do grupo tratado, foi
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observado apenas 76% de fetos viaveis, sendo que 24% destes, ndo prosseguiram
o desenvolvimento, e foram portanto, considerados nao viaveis. Nesse mesmo
estudo também foi visualizado uma interrupcédo no desenvolvimento da prole, além
da presenca de malformagdes. Estes resultados revela a necessidade da realizagao
de mais estudos comparativos da toxidez reprodutiva do acido usnico livre (SILVA,
2011).

E de grande importancia a avaliagdo de substancias naturais que sdo
biologicamente ativas ja que elas tem a capacidade de provocar efeitos nocivos para
um organismo, entdo a partir disso se faz necessario investigar o potencial
toxicologico do acido usnico no periodo reprodutivo para que possamos determinar

situacdes que podem ocasionar potenciais riscos para a reprodugao humana.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

e Avaliar a toxicologia do acido usnico no periodo reprodutivo nos figados das
proles do ponto de vista morfoldégico apds o tratamento do acido usnico livre

no periodo da organogénese.

Objetivos Especificos:

e Analisar apés o tratamento do acido usnico livre o peso do figado dos fetos
das fémeas tratadas nas doses de 15mg/kg e 25mg/kg;

e Avaliar as alteragdes histomorfométricas do figado dos fetos.
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4. METODOLGIA

Substancia liquénica

Os materiais liquénicos (Cladonia substellata) foram coletados no Municipio
de Alhandra, Paraiba. O acido usnico foi isolado, purificado e caracterizado através
de colaboracédo ja firmada com a Profa. Dra. Nely Kika Honda, do Laboratorio de

Quimica de Produtos Naturais, Departamento de Quimica da UFMS.
Ensaios in vivo
Animais experimentais

Os animais utilizados foram ratos (Wistar) fémeas e machos - com idade
aproximadamente 70 dias e peso médio de 200 a 350g, provenientes do Biotério do
Departamento de Nutricdo. Os animais ficaram 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. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal, Processo n° 23076.004552/2010-99.

Ciclo estral — Acasalamento

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
produzidas laminas pelo método de estiragco, e consequentemente submetida a
coloragao, utilizando o corante de SHORR. Através das analises microscopicas foi
identificado o periodo de ovulacdo das fémeas, denominado estro. Apds a
confirmacgéo do periodo de ovulagdo. As fémeas foram pareadas com machos (2:1)
overnigth, o acasalamento foi confirmado com a presengca do “plug” (massa
esbranquigada de espermatozoides na abertura vaginal) e pela presenga de
espermatozoides no esfregago vaginal. As primeiras 24 horas apos a confirmagao
do acasalamento foram consideradas como dia zero (D0) de gestacdo, onde cada

fémea foi pesada.
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Analise toxicolégica reprodutiva

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente nos grupos controle e tratados:
Grupo |, I, 1l (n=6). Os animais foram tratados por via oral a partir do 6 ° ao 14° dia
de gravidez. Os animais do grupo controle receberam 1,0 mL de solugéo fisiologica
e os dos grupos tratados receberam o acido usnico livre nas doses de 25 mg/kg e 15
mg/kg de peso corporal. O acido usnico foi diluido em solu¢gdo tamponada pH 7.4.
As fémeas foram eutanasiadas por overdose de anestésico Urethane (1,25 g/kg). Os
uteros maternos foram dissecados, e apds a abertura do mesmo, os fetos foram
retirados e analisados no sentido cranio-caudal, para avaliar a presenga de

malformagdes externas. Em seguida, os fetos e suas placentas foram pesados.

Analise Visceral dos fetos

Para registro de anomalias viscerais na prole foi avaliado o figado de cada
ninhada. Apods o sacrificio, os figados foram dessecados e pesados, posteriormente
submetidos a anadlises histopatoldgicas. Os tecidos foram mantidos em solugao
tamponada de formalina a 10% até inclusées em parafina. Cortes (4 ym) de cada
amostra de tecido foram corados com Kits de Tricomico de Manson da EASYPATH®

e posteriormente analisados por microscopia 6ptica (Olympus BH-2, Japan).

Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média * desvio padréo (DP). A significancia
estatistica foi determinada por analise de varidncia one-way ANOVA seguido de
testes da Turkey. P <0,05 analises significantes. Todas as analises foram realizadas

utilizando software Prisma (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, verséo 5.01).


http://www.easypath.com.br/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados que obtivemos depois da pesquisa indicam que o tratamento
com 0 acido usnico durante o periodo da organogénese ocasionou alteragdes nos
grupos analisados. No decorrer da pesquisa todas as fémeas tanto do grupo
controle quanto do grupo tratado ficaram prenhas e depois da fertilizagdo nenhuma

morte foi registrada, além disso nao foi observado perda de pelos e vocalizagao.

Aconteceram algumas redugdes no peso médio dos figados dos fetos das
fémeas tratadas com acido usnico, onde foi evidenciada na dose de 15mg/kg uma
pequena reducdo (0,34+0,02g) quando comparado ao grupo controle, que foi
(0,5+0,029), ja na dose de 25mg/kg houve uma relevante diminui¢ao (0,2+ 0,05g) ao

compararmos com o grupo controle e com o grupo tratado com a dose de 15mg/kg.

Tabela 1. Efeito do acido usnico sobre os parametros fetais.

Variaveis Grupo Grupo Tratado Grupo Tratado
Controle 15/mg/kg 25/mglkg
Peso Feto(g) 57+0,3 46 +0,1* 3,56+0,1**
Peso Figado(g) 0,5+0,02 0,34 + 0,02* 0,2 £ 0,05***
Reabsorc¢éo Fetal 1,1+04 3,56+0,5* 5+ 1

Dados expressos com média *+ desvio padrdao. ANOVA-Turkey. *p<0,05,

*k%k

p<0,001 comparado com o grupo controle.

Com relagao ao peso médio dos fetos podemos observar através da tabela,
que também aconteceu algumas redugdes, onde o peso do feto tratado com a dose
de 15mg/kg foi de 4,6 + 0,1 quando comparado com o grupo controle (5,7 + 0,3). Ja
o grupo tratado com a dose de 25mg/kg apresentou 3,5 £ 0,1, indicando assim que
existiu uma maior redu¢gao quando comparado ao grupo controle e ao grupo tratado

com a dose de 15 mg/kg.
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Em relagdo a analise histolégica do figado do grupo de fetos das fémeas
tratados com acido unico na dose de 15mg/kg podemos observar através da figura 1
uma redugdo nao significativa na quantidade de megacariocitos quando
comparamos com O grupo controle e para a dose de 25mg/kg os megacariécitos
apresentaram uma redugéao significativa por campo analisado, quando comparado
ao grupo controle. Na contagem de megacariécitos houve uma redugcdo na média
dessas células, onde a dose de 15mg/kg representou 47,83% quando comparado ao
grupo controle e a dose de 25mg/kg apresentou 70,6% comparado ao grupo

controle.
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Figura 1. Analise da média dos megacaridcitos nos grupos experimentais. Dados expressos com
média *+ desvio padrdo. ANOVA-Turkey. ***p<0,001 tratamento de 25mg/kg comparado ao grupo

controle.

Na analise morfologica dos figados dos fetos obtidos das fémeas do grupo
controle foi observado padrdes de normalidade, onde foi visualizado a presenca de
megacariocitos entre os corddes hepaticos, ja no grupo tratado com 15mg/kg, foi
observado a presencga de células sanguineas que estavam em diferentes estagios
de desenvolvimento, em relagdo aos megacariocitos foi observado uma redugao

significativa por campo analisado, quando comparado ao grupo controle. Para o
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figado dos fetos tratados com acido usnico na dose de 25mg/kg os corddes de
hepatécitos mostravam-se significativamente em maior quantidade quando

comparado ao grupo controle.

Figura 2. Fotomicrografia do figado da prole dos grupos controle e tratado: Visualizagao dos
megacariocitos (seta). 5A. Grupo controle 5B. Grupo tratado 15mg/kg onde é visualizado uma
redugdo nado significativa na quantidade de megacariécitos. 5C. Grupo tratado 25mg/kg onde é
observado uma expressiva redu¢do na quantidade de megacariocitos quando comparado ao grupo
controle. Coloragao Tricbmico de Manson. Aumento 400x.
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A partir desses resultados percebemos que o acido usnico exibiu toxicidade,
pois a dose de 15mg/kg apresentou redugcdo na quantidade de megacariécitos
quando comparado com o grupo controle, ja a dose de 25mg/kg apresentou
toxicidade ainda maior, pois a redugdo do numero de megacariécitos foi mais
significativa do que na dose de 15 mg/kg, e aconteceu uma alteragdo no processo
de formacdo dessas células. A alteragdo do processo de formacdo dos
megacaridcitos pode provocar uma deficiéncia na cascata da coagulagao inicial do
organismo (SI-TAYEB, et al., 2010).

Com relagdo a histomorfometria do figado da prole, o numero total de
hepatdcitos quando administrado a dose de 15mg/kg ndo demostrou alteragao
significativa (33,219,9) na média de células quando foi comparado ao grupo controle
que obteve a média de (33,418,6), e isso corresponde a normalizagdo pelo controle
que é de 100% um valor de 99,2% para dose 15mg/kg. Ja para a dose de 25mg/kg
foi visualizado um aumento significativo no nimero médio de hepatdcitos (41,616) o

que caracteriza 24,3% de aumento quando comparado ao controle (Figura 3).
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Figura 3. Andlise da média dos hepatécitos nos grupos experimentais. Dados expressos com
média + desvio padrdo. ANOVA-Turkey. **p<0,001 tratamento de 15mg/kg comparado ao grupo

tratado com 25mg/kg, ***p<0,001 tratamento de 25mg/kg comparado ao grupo controle.
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Substancias naturais ou sintéticas atravessam a placenta e penetram na
circulagao do feto através da via umbilical e passam pelo figado do feto antes de
atingir o coracéao e a circulagao sistémica (BERNARDI, 2003). Algumas substancias
ja foram comprovadas quanto a passagem pela barreira placentaria, uma delas € o
etanol, onde demonstrou um atraso no desenvolvimento hepatico normal, ou seja,
aconteceu uma reducédo de hepatdcitos, quando comparado com o grupo controle
(DOMINGUES et al.,2009; SANTOS et al., 2010). Mas o numero de fetos de fémeas
tratadas com o etanol manteve-se dentro da normalidade e isso ndo aconteceu em
nossos estudos, porque ocorreu uma diminuicao de fetos por fémea, e isso pode
representar uma adaptacdo ou uma reposta a toxicidade produzida pelo acido

usnico durante o periodo da organogénese.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Enfim, a pesquisa realizada demonstrou que o &cido Usnico apresenta
toxicidade no periodo da formagao dos 6rgéos (organogénese) e também demonstra
que a dose de 25mg/kg foi a mais toxica. Isso nos indica a importancia de investigar
os efeitos toxicos que sdo produzidos por substancias naturais, a fim de alertar

quanto ao cuidado da sua utilizagao ou indicagdo com potencial farmaco.
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