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Viarias plantas nativas do bioma Cerrado sao utilizadas como plantas
medicinais. Dentre elas, o pequi possuf agao moluscicida utilizada no
combate a esquistossomose. Objetivamos neste trabalho a verificacao
da toxicidade de fragoes de pequi sobre outros organismos aquaticos,
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antes da utilizacio destas em mananciais. Para isso, analisamos
alteracGes no indice mit6tico das células epiteliais das branquias de
Guaru (Poecilia vivipara) expostas as fragoes da folha e da casca do caule
de pequi extraidas com acetato de etila. Constatamos que nenhuma
das fragdes se mostrou letal aos peixes. Os animais expostos a fracao
acetato de etila da folha ndo apresentaram modificacoes significativas
no indice mitético em relagdo ao grupo controle, mas os animais
expostos a fracdo acetato de etila da casca do caule apresentaram
aumento do indice mitético das células epiteliais em duas regides dos
filamentos branquiais. Desta forma, a fragdo acetato de etila da folha
poderia ser utilizada como moluscicida em mananciais, enquanto que
a fragdo acetato de etila da casca do caule necessitatia passar por outros
testes mais especificos.

Introducao

A biodiversidade de espécies
vegetais do Cerrado ¢ enorme e o potencial
de pesquisa cientifica igualmente vasto.
Muitos estudos tém demonstrado que a
avaliacado da bioatividade de plantas
medicinais do Cerrado fornece subsidios
para utiliza-las como farmacos pelo homem
1%, Dentre estas espécies encontra-se o pequi
, utilizado para alimentacio e para tratamento

de virias enfermidades, devido aos seus
diferentes efeitos medicinais.”

Com o intuito de se averiguar
novas possibilidades de utilizagdo das plantas
do Cerrado, Bezerra et al.? verificaram a acdo
moluscicida dos extratos da folha e casca
do caule de pequi . Este estudo teve o
propésito de verificar uma possivel
erradicacio da esquistossomose pela
eliminacdo do molusco Biomphalaria glabrata,
hospedeiro intermedidrio do parasito
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Schistosonaa mansoni, causador da esquistossomose.
Como resultado encontraram mortalidade de
90% do molusco Biomphalaria glabrata, a
partir de 12 horas de exposi¢do aos extratos
da folha e casca do caule de pequi a uma
concentracio de 100 ppm. Desta forma,
extratos como o da folha e casca do caule
de pequi seriam utilizados proximos a
manaciais de agua, provavel nicho ecolégico
destes moluscos®.

Porém, andlises laboratoriais
complementares se fazem necessarias para
verificar a bioatividade destas substancias
frente a outros organismos aquaticos. Agentes
téxicos como este podem promover
reacoes adversas as quais podem ser
detectadas por meio de analise morfolégica
dos tecidos que estejam em contato com eles.
Uma das possiveis rea¢oes celulares frente a
substincias externas seria 0 aumento ou a
diminuicdo dos indices proliferativos. Para
identificar as respostas do comportamento
de proliferacio celular foi proposta a
averiguacao do indice mitético das células
epiteliais da branquia do guaru tratadas por
fracoes da folha e casca do caule de pequi
extraidas com acetato de etila.

O guaru ¢ um teledsteo eurialino que
possui grande capacidade adaptativa,
tornando-se assim um modelo biolégico
bastante utilizado para estudos dos efeitos
das variacGes ambientais sobre o organismo
do peixe.>*7#

Os caracteres metisticos, morfométricos
e anatdmicos das estruturas encontradas nas
branquias estio relacionadas com o meio
ambiente em que o peixe vive, com o seu
habito alimentar e, possivelmente, com sua
posicio na escala evolutiva.”!®111215 A
importancia das branquias na respiracio e na
regulacio io6nica dos peixes tem levado a
numerosas investigacOes sobre os efeitos
causados a este 6rgao resultantes de alteragdes
nos fatores ambientais. Relativa abundancia e
mudancas na morfologia das células do cloro,
hiperplasia das células epiteliais e fusio das
lamelas secundarias' sdo algumas das
alteracOes apresentadas por este 6rgio em
resposta a aco de substancias toxicas presentes
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no meio externo. Por esta razido, foram
escolhidas para verificacio do indice mitético,
as células epiteliais das branquias do guatu.

A andlise do indice mitético de células
epiteliais de 6rgdos como branquias, figado,
rins, tratos gastro-intestinais e gonadas é
bastante utilizada em estudos de toxicidade
aquética.'>'®!" Estes patametros servem
como indicios de proliferacio celular nesses
6rgios e, conseqientemente, podem
representar o desenvolvimento de tumores
alongo prazo nesses 6rgios, mesmo quando
os animais sido expostos a poluentes
ambientais em baixas concentracdes ou
mesmo em espécies aquaticas relativamente
insensiveis a poluentes ja comprovadamente
prejudiciais aos organismos de outros
peixes.'®

Materiais e Métodos
Obtencao do material para experimento:

O material botanico foi coletado na
cidade de Goiania (GO), (S16° 34" 24” /
W48° 56" 177, 769m). As fracdes utilizadas
foram obtidas no Laboratério de Produtos
Naturais do Instituto de Quimica da UFG.
Para tanto, as folhas foram expostas a
temperatura ambiente por 2 a 3 dias para
secar, enquanto que a casca do caule foi
colocada para secar em estufa a 40°C com
ventila¢do forcada e a moagem do material
botanico foi efetuada em moinho de faca
com granula¢do definida. Na seqiiéncia
sofreram percolagao a frio em etanol 96%,
sob agitacdo. Filtracdo do sobrenadante e
evaporac¢io do solvente a pressao reduzida,
conduziu ao extrato bruto etandlico. Parte
do extrato bruto foi diluido em agua
destilada, no funil de separacdo, e
acrescentou-se ¢ter etilico resultando em uma
proporcao 1:1. Separacdo por polaridade,
conduziu a fracdo etérea, enquanto que a
porcio aquosa, livre de graxas e clorofilas,
foi transferida para outro funil de separacao
e acrescentou-se acetato de etila (1:1), o que
resultou na fragio acetato de etila. Esta fracdo



foi evaporada, e o residuo submetido ao
congelamento e, finalmente liofilizado.

O ensaio utilizou 15 peixes, de ambos
os sexos, adultos, pertencentes a ordem
Cyprinodontiforme, familia Poeciliidae e
espécie Poecilia vivipara. Estes 15 animais
foram separados em 3 (trés) grupos:

Grupo 1: Cinco animais submetidos
a agua em condicio padrio (Grupo
Controle) pelo periodo de 2 horas.

Grupo 2: Cinco animais tratados pela
fracio acetato de etila da folha de pequi a
concentracdo de 20 ppm*, pelo petiodo de
2 horas.

Grupo 3: Cinco animais tratados pela
fracao acetato de etila da casca do caule de
pequi a concentragao de 20 ppm*, pelo
petiodo de 2 horas.

*(concentragio recomendada pela
Organizacio Mundial de Satude (OMS) para
liberacao de substancias em mananciais
(WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1978)).

Preparacao dos tecidos para analise

Ap6s este periodo, os animais foram
decapitados e suas branquias dissecadas. As
branquias foram fixadas em Karnovsky
modificado (gluteraldeido a 2% e solugido
de paraformaldeido a 4% em tampio
fosfato de soédio pH 7,2 - 0,1M). A seguir,
o material foi desidratado em concentracdes
crescentes de etanol e incluido em
historresina (LKB-2218). Cortes de 4
micrémetros de espessura foram corados
em Azul de Toluidina a 1%.

Uso das amostras para obtencao de dados
estatisticos

Para cada animal de cada grupo
foram confeccionadas 10 laminas contendo
3 cortes cada uma. Foram escolhidas as
laminas impares de cada animal para a
contagem das células. Postetiormente, foram
sorteados um corte de cada lamina e trés
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filamentos branquiais (Figura 1) de cada corte
como alvo de contagem. Cada filamento foi
dividido em trés regioes (Basal, Intermediaria
e Apical) e a partir deste momento foram
contados os nucleos de todas as células
epiteliais de cada regido do filamento.
Também foram contados apenas os nucleos
que apresentavam sinais de mitose, isto é,
com a cromatina condensada, com os
cromossomos evidenciados ou até mesmo
sem a carioteca.

A contagem foi realizada através de
observacio visual, contando-se
primeiramente as células presentes no lado
esquerdo do filamento em corte e
posteriormente as células presentes no lado
direito, somando-se entdo o numero total
de células por regido do filamento. O
material foi observado em microscopia
fotOnica, com aumento final de 400 vezes.

Com base nesses dados colhidos
foram calculados os indices mitéticos de
todos os filamentos observados. O indice
mitético (IM) foi obtido a partir da seguinte
térmula:

IM = N°cm / N°ct

Onde, N° cm representa o numero
de células em divisao mitotica por filamento
e N°ct o nimero de células totais por
filamento.

Foram calculadas as médias dos
indices mitéticos encontrados nos trés
filamentos observados por lamina e nas
cinco laminas observadas por animal,
calculando-se separadamente as trés regides
do filamento (Basal, Intermediaria e Apical).
Hstas médias foram analisadas pelo teste
estatistico ANOVA (Analise de Varidncia) e
do teste de comparacio de médias de
Duncan ao nivel de probabilidade de 0,05.

Resultados

Todos os animais sobreviveram ao
tratamento por fracoes dos extratos durante
as 2 horas testadas. Os resultados da
comparacdo entre os indices mitéticos das
células branquiais dos animais tratados por
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extratos de pequi estdo apresentados na
tabela 1.

Com base nos resultados
apresentados na tabela 1, podemos detectar
que o indice mitético das células epiteliais
das branquias dos animais tratados pela
fracao acetato de etila da folha de pequi nao
apresentou diferenca estatistica em relagao
ao grupo controle, para o nivel de
significancia de 5%, em nenhuma das trés
regides do filamento branquial (Basal,
Intermediaria e Apical), evidenciando que
nao ocorreu significativa alteracdo da
proliferagio celular nas branquias destes
animais (Figura 2).

Entretanto, o indice mitotico das
células epiteliais das branquias dos animais
tratados pela fragao acetato de etila da casca
do caule de pequi diferiu estatisticamente do
valor encontrado no grupo controle, para o
nfvel de significancia de 5%, em duas regides
do filamento branquial (Basal e Apical),
evidenciando que ocorreu significativo
aumento da proliferacido celular nas
branquias destes animais. (Figuras 3 e 4).

Além disso, quando comparados com
o grupo controle, os filamentos branquiais
dos animais tratados pela fragdo acetato de
etila da casca do caule de pequi apresentavam
expressiva dilatagio dos vasos sanguineos
com conseqiente aumento de volume nas
lamelas branquiais.

Discussdao e Conclusao

Alguns estudos anteriores

Tabela 1
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Figura 1

Fotomicrografia da estrutura das branquias do Guaru (Poecilia
vivipara); a) arcos branquiais cartilaginosos, b) filamentos
branquiais. AT (Azul de Toluidina) 1%, 175X

Figura 2

Fotomicrografia das células epiteliais das branquias de Guaru
(Poecilia vivipara) pertencentes ao Grupo Controle evidenciando
poucos nuticleos em mitose. AT 1%, 874X

Figura 3

Fotomicrografia das células epiteliais das branquias de Guaru
(Poecilia vivipara) expostos a fracao acetato de etila da casca do
caule de pequi (Caryocar brasiliensis) em regido apical do filamento
branquial. No epitélio interlamelar observa-se nticleo de célula
em metdfase (seta preta). AT (Azul de Toluidina) 1%, 874X

Média dos indices mitéticos das células epiteliais em trés regides do filamento branquial de guaru (Poecilia vivipara) tratadas por fragdes acetato de

etila da folha e casca do caule de pequi (Caryocar brasiliensis)

Grupo Experimental
Regido Grupo Controle Folha Casca do Caule
(Acetato de Etila) (Acetato de Etila)
Basal 0,0049 0,0122 0,0226*
Intermediria 0,0165 0,0268 0,0225
Apical 0,0035 0,0092 0,0184*

Médias seguidas de asterisco (*) numa mesma linha diferem estatisticamente do grupo controle para o nivel de significanciade 5%



testaram outras espécies de plantas
medicinais e suas respectivas ac¢des
moluscicidas. Chiofundera, Baluku e
Mashinango'® testaram extratos aquosos ¢
etandlicos de cinco espécies de plantas
medicinais tipicas do Zaire e atestaram que
todas possuiam a¢ao moluscicida contra os
moluscos Biomphalaria pfeifferi ¢ Lymnaea
natalensis. Porém, estes extratos também
mostraram efeito toéxico em peixes e insetos
aquaticos, inviabilizando sua utilizagio em
mananciais.

Outros estudos demonstraram que 0s
extratos brutos de pequi a concentracdo de
20ppm nio causaram mortalidade nos
guarus expostos por 24 horas.” Mesmo os
extratos fracionados de pequi a concentracao
de 20 ppm, também nio foram letais a esses
peixes, com excecdo da fragdo aquosa da
folha.” Isto significa que todos esses extratos,
com exce¢iao da fracdo aquosa da folha,
poderiam ser utilizados em mananciais para
combater a esquistossomose pela eliminacao
do molusco Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermediatio do Schistosoma mansont, sem que
isso afetasse o restante da vida aquatica nesses
mananciais.

Nosso estudo observou que a fragdo
acetato de etila da casca do caule de pequi
causou mudancas significativas no epitélio
branquial, ndo chegando a ser letal aos peixes.

Figura 4

Fotomicrografia das células epiteliais das branquias de Guaru (Poecilia
vivipara) expostos a fragdo acetato de etila da casca do caule de pequi
(Caryocar brasiliensis) emregiao basal do filamento branquial. Neste ponto
as fibras musculares estriadas esqueléticas se cruzam dando mobilidade
aofilamento (* asterisco branco), cartilagem hialina (seta branca) promove
sustentacao nesta regiao e os vasos sanguineos (seta estreita preta) sao
abundantes. Naregiao basal do epitélio interlamelar observam se figuras
de mitose, profase (seta larga) e metafase (seta menor preta). AT (Azul de
Toluidina) 1%, 874X
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O aumento do indice mitético das células
epiteliais nas regiGes basal e apical dos
filamentos branquiais caractetriza aumento da
proliferacao celular. Isto significa que
provavelmente as modifica¢bes fisico-
quimicas do meio externo, provocadas pela
acdo deste extrato, causaram uma resposta
morfolégica do epitélio branquial, a fim de
se proteger de uma substancia agressiva.

As células mucosas podem ter se
proliferado com o intuito de aumentar a
camada surfactante que protege as lamelas
branquiais, como também as células do cloro
podem ter se proliferado para aumentar a
troca i6nica e manter a homeostasia do
animal®. Silva et al.”analisaram um aumento
da densidade numérica de células do cloro
nas regides apical e basal do filamento
branquial de guaru tratadas pela fracdo
acetato de etila da casca do caule de pequi,
embasando esta hipotese.

Entretanto, necessitamos de estudos
mais profundos para analisarmos se esta
proliferacdo ¢é apenas uma resposta
mortfolégica as mudancas do meio externo.
Devemos saber quais tipos de células
epiteliais estdo se ploriferando ou até mesmo
se estas células estdo se diferenciando em
outras. O aumento da atividade mitética em
cé¢lulas epiteliais expostas a poluentes
ambientais  pode  promover o
desenvolvimento de tumores nesses 6rgaos,
mesmo o organismo sendo relativamente
insensivel ao efeito toxico deste poluente,
como ja observado em outros estudos de
ecotoxicidade'.

Provavelmente, o acetato de etila
concentra a quantidade de taninos presente
na casca do caule de pequi. De acordo com
Ribeiro et al.?', a casca da arvore do pequi
apresenta 1,6% de taninos. Os taninos sdo
responsaveis por inumeras atividades
biolégicas devido principalmente a
capacidade de se complexar com proteinas,
polissacatideos, alcaldides, fons metalicos e por
apresentarem atividade antioxidante e
seqiestradora de radicais livres. Estas
substancias contribuem para a defesa das
plantas contra o ataque de insetos e tem sido
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relacionadas com inibicao do crescimento de
microrganismos.”>*’ Estes taninos podem ser
os agentes quimicos causadores dessas
alteracoes apresentadas no epitélio branquial
dos guarus.

Os dados obtidos nos permitem
concluir que a fra¢ao acetato de etila da folha
de pequi na concentra¢io de 20 ppm, pode

Abstract

Many wild plants of the Cerrado bioma are used as medicinal plants.
The pequi (Caryocar brasiliensis) is representative of those equipped
with molluscicidal action against schistosomiasis. This paper sets out

Motter, M.D.S. etal.

ser utilizada como moluscicida em mananciais,
sem afetar drasticamente a morfologia do
epitélio branquial do guaru e provavelmente
de outras espécies de peixes. Entretanto, a
fracao acetato de etila da casca do caule de
pequi na concentra¢dio de 20 ppm,
necessitaria passar por testes mais especificos
antes de ser utilizada em mananciais.

Key-words:

Gills.

Epithelia cells.
Mitotic index.
Fractions of pequi.
Toxicity.

to verify the toxic action of pequi fractions in other aquatic animals
before they are used in rivers or lakes. Analysis were made of the
alterations to the mitotic index of epithelia cells in the gills of guppy
(Poecilia vivipara) exposed to ethyl-acetate fraction of leaf pequi and
bark. Animals exposed to ethyl-acetate fraction (leaf), no significant
change was observed in the mitotic index when compared with the
control group, whereas in fish exposed to ethyl-acetate fraction (bark)
we detected an increase in mitotic index of the epithelia cells in two
regions of the branchial filaments. Thus, ethyl-acetate fractions (leaf)
could be used against schistosomiasis, given their high efficacy and

low action as piscicide.
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