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RESUMO

Dentre as varias espécies de plantas medicinais, encontra-se a espécie Spilanthes acmella,
conhecida popularmente como jambu que se destaca por apresentar inimeras aplicacdes na
area da medicina popular. A medicina tradicional recomenda suas folhas e flores na
elaboracdo de infusdes no tratamento de anemia, dispepsia, malaria, afeccdes da boca (dor de
dente) e da garganta, contra escorbuto e também como antibidtico e anestésico. Sendo seus
principais efeitos atribuidos ao espilantol, que ¢ um representante importante das substancias
presentes nessas plantas. Alguns estudos ja foram realizados utilizando o espilantol,
possibilitando algumas informagdes da acdo dessa substancia, como seu efeito e
imunomodulador devido sua interacdo funcional com mondcitos, granuldcitos e células
killers. Porém, ainda nao existem estudos eletrofisioldgicos acerca de sua agdo ictiotdxica,
utilizando, por exemplo, o eletroencefalograma para demonstrar sua acao ao nivel de Sistema
Nervoso Central ou eletromiograma para verificar a ocorréncia de sua acao a nivel muscular
no Zebrafish, evocando a necessidade dessa pesquisa a respeito do assunto. Com base nisso, o
presente trabalho objetivou investigar a agdo ictiotoxica do extrato etanodlico da raiz de
Spilanthes acmella em Zebrafish através da andlise eletrofisiologica e comportamental. Os
resultados mostraram que o extrato etandlico de Spilanthes acmella ¢ um potente indutor de
excitabilidade central no zebrafish, sendo isso constatado a partir das mudancas de padroes de
atividade elétrica vistas no eletroencefalograma do animal submetido a droga e através do
aumento da atividade enceféalica visto no espectograma. O extrato também causou alteragoes,
em menor escala, nos tracados eletromiograficos do zebrafish submetido & mesma
concentragdo da droga, com aparecimento de contragdes musculares esparsas e de mioclonias
breves. Eos achados comportamentais, a partir da delimitagdo de trés estagios de
comportamentos, os quais se iniciaram com o aumento da excitabilidade do animal e
culminam com a convulsdo e morte do peixe, serviram para corroborar com os achados
eletrofisiologicos de que o extrato etandlico de Spilanthes acmellaatua como potente droga

com acao no sistema nervoso do zebrafish, com atividade convulsivante.

Palavras chaves: Spilanthes acmella; zebrafish; ictiotoxicidade; eletroencefalograma,

estagios comportamentais.



ABSTRACT

Among the various species of medicinal plants, we can find the Spilanthes acmella species,
popularly known as Jambu that stands out due to its numerous applications in the folk
medicine field. Traditional medicine recommends the use of its leaves and flowers in the
preparation of infusions to treat anemia, dyspepsia, malaria, mouth diseases (tooth pain) and
throat diseases, against scurvy and also as antibiotic and anesthetic, being its main effects
attributed to espilantol, which is an important representative of the substances present in these
plants. Some studies have been performed using the espilantol, providing some information of
the effect of this substance, as its immunomodulatory effect and because of its functional
interaction with monocytes, granulocytes and killer cells. However, there are still no
electrophysiological studies about its ictiotoxic action using, for example, the EEG to
demonstrate its action at the central nervous system level or electromyogram to verify the
occurrence of their effects in the Zebrafish muscles, evoking the need for this research. Based
on this, the present study aimed to investigate the ictiotoxic action of the ethanol extract of the
Spilanthes acmella root in Zebrafish by electrophysiological and behavioral analysis. The
results showed that the ethanol extract of Spilanthes acmella is a potent inducer of central
excitability in zebrafish, this being evidenced by changes in electrical activity patterns seen in
the EEG of the animals subjected to the extract and by increasing brain activity seen in the
spectrogram. The extract also caused changes, in a lesser extent, on the electromyographic
tracings of zebrafish subjected to the same concentration of the extract, with the appearance of
scattered muscle contractions and brief myoclonus. And the behavioral findings from the
delimitation of three stages of behavior, which began with the increased excitability of the
animal and resulted in the seizure and death of the fish, served to corroborate the
electrophysiological findings that the ethanol extract of Spilanthesacmella acts as a potent

substance acting on the nervous system of zebrafish, with convulsant activity.

Keywords: Spilanthes acmella; zebrafish; ictiotoxicity, electroencephalogram, behavioral

stages.
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1. INTRODUCAO

A curiosidade moveu o homem a explorar o poder medicinal dos elementos da
natureza, dessa forma o uso de fitoterapicos remonta milénios. No periodo antes de Cristo,
civilizagdes como China, India e Japdo ja utilizavam extratos retirados de vegetais com
finalidade terapéutica. E registros que remontam ao século XV mostram o uso de extratos
vegetais por populacdes da Europa Medieval. Ao final do século XIX, foram criados 6rgaos
publicos responsaveis pela regulamentagdo da comercializacdo desses produtos naturais, pois
houve um grande nimero de relatos de intoxicagdes provocadas pelos mesmos (SCHENKEL

etal., 2001).

Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que tem contribuido de forma
mais significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios ou produtos naturais,
muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagdes como medicamentos,
cosméticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON; ANDERSON, 1998)

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2002) mostram que cerca de 25% de
medicagdes tidas como essenciais tém sua origem a partir de produtos naturais e que 11%
destas sdo originados a partir somente de plantas. E, segundo Elisabetsky (2000), a maioria
dos medicamentos que se tém hoje derivados de plantas foram descobertos a partir de

pesquisas que utilizaram plantas da medicina tradicional.

Em 1978, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) passou a reconhecer o uso de
plantas medicinais para diversas finalidades no ambito da satde, como: para fins paliativos,
curativos, profilaticos e diagnosticos. Com isso, o Brasil, como pais detentor de uma imensa e
variada flora, a qual abriga uma excepcional quantidade de plantas que podem ser usadas com
objetivos medicinais, tornou-se possuidor de um grande potencial voltado para a pesquisa e
descoberta de plantas com novas propriedades terapéuticas (BRASIL, 2006a; BRASIL,
2006Db).

A colossal biodiversidade brasileira contribui para que tenhamos um acervo
incomensuravel de plantas com componentes ativos de potencial farmacologico, em especial
na maior floresta tropical do mundo, a Amazonia. O pais € possuidor de um total de 20 — 22%
de todas as plantas e microorganismos que existem no mundo. Porém, somente um niimero

aproximado de 25.000 espécies de plantas sdo objeto de algum tipo de investigacao cientifica
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(CALIXTO, 2005). Por isso, a realizagdo de um maior numero de pesquisas acerca desse

assunto € necessaria para investigar a relagdo entre os compostos e seus efeitos bioldgicos.

Além disso, ha uma grande preocupacdo, ainda hoje, quanto ao consumo de
fitoterapicos no Brasil, pois grande parte deles ¢ usada com pouca ou nenhuma constatagao
cientifica de seus efeitos farmacologicos e adotados como “medicamentos” seguros por sua
origem natural. Porém, sdo frequentes os efeitos colaterais gerados pelos componentes ativos
destes produtos, tais como a toxidez, o que alerta para a necessidade de estudos mais incisivos

acerca de sua atuagdo (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) ¢ uma
pequena amostra da importancia e uso dessas plantas. Dentre as varias espécies de plantas
medicinais, encontra-se a espécie Spilanthes acmella, conhecida popularmente como jambu,
que se destaca por apresentar inimeras aplicacdes na area da medicina popular (SANTOS,

2010).

A medicina popular recomenda o seu uso na elaboracdo de infusdes no tratamento de
anemia, dispepsia, maldria, afec¢does da boca (dor de dente) e da garganta, contra escorbuto e

também como antibiotico ¢ anestésico (BORGES, 2009).

2. Spilanthes acmella

A Spilanthes acmella (Jambl) ¢ uma planta herbacea perene, alcanga uma altura de 20 a
30 centimetros, possui folhas opostas, agudas, longo-pecioladas, ovadas, membranosas, com
flores pequenas de coloragdo verde-clara ou amarela, que ocupam seus ramos terminais ou
auxiliares. Reproduz-se facilmente de forma assexuada e pode ser propagada por sementes ou
por hastes enraizadas (RATNASOORIYA, 2004; RANI, MURTI, 2006; CAVALCANT]I,
2008).
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Figura 1-Spilanthes acmella (Jambu)

Fonte: http://tucupicomjambu.blogspot.com.br/

E uma planta nativa da América do Sul, tipica da Amazonia, onde ¢ conhecida
popularmente como jambu, este sendo muito utilizado na culinaria local no preparo de
comidas tipicas como o tacacd € o pato no tucupi. Além disso, possui extensa aplicacdo na
medicina popular com sua utilizagdo em diversas afec¢gdes, como em casos de estomatite, dor
de dente, inflamagdes de garganta, aftas, herpes, potente diurético, entre outras diversas, o que
lhe confere caracteristicas anti-inflamatorias, analgésica, antibacteriana, antiviral, cicatrizante,
antisséptica e até antirrugas, o que vem ampliando sua aplicagdo mais recente na area de
cosmeéticos.

Viérias investigagdes fitoquimicas sobre a Spilanthes acmella ja foram previamente
descritas (NAGASHIMA e NAKATANI, 1992). Ela ¢ constituida por um grupo diverso de
compostos. Os principais isolados foram as alquilamidas lipofilicas, como o espilantol. Sendo
seus principais efeitos atribuidos a esse composto, que ¢ um representante importante das
substancias presentes nessas plantas. (BORGES, 2009). Tal substancia ¢ extraida das flores,
folhas, raiz e caule da planta (NAYAK e CHAND, 2002).

O espilantol ¢ uma substancia classificada no grupo das N-alquilamidas, que é um
grupo composto por um acido graxo de cadeia média a longa ligado a carbonos e uma amina,
de cadeia aberta, possui formula molecular C14H23NO e ¢ apenas uma dentre varias
encontradas em plantas dos géneros Echinacea, Zanthoxylum4 e Spilanthest BOONEN et
al.,2010). E o maior constituinte encontrado nas espécies de Spilanthes; classifica-se,

especificamente, como uma isobutilamida. Na sua forma isolada ¢ um 6leo viscoso ardente,
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de coloragdo amarelo palido a amarelo claro (SANTOS, 2010).E produtor de uma sensagéo de

formigamento e dorméncia na lingua (CAVALCANTI, 2008).

(2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida

I
H

/\/\/\)j\ CHs
e AN N/\’/

H,C

Figura 2-Estrutura quimica do Espilantol

O espilantol utilizado em experimentos tem sido acrescido de uma porcentagem de
alcool etilico, sendo dessa forma, um extrato alcoolico de espilantol. Em um estudo realizado
por Boonenet al(2010) a porcentagem final de etanol foi de 65% .

Trabalhos foram realizados demonstrando a atividade desse extrato em larvas de Aedes
aegyptiie neonatos de Helicoverpazea (lagarta parasita do milho) por Ramsewak e Erickson
(1999) e também em fungos como o Asperigillusflavus, A. paraciticu, Fusariumoxysporiume
F. moniliformis por Rani e Murty (2006) ampliando a utilizacdo do espilantol e sua

importancia para pesquisa.

Outros estudos abordaram o efeito analgésico (Ratnasooriya and Pieris, 2005; Rios et
al., 2007) e imunomodulador devido sua interacao funcional com mondcitos, granuldcitos e

células killers (Matthias et al., 2008).

Moreira et al (1989)realizou um trabalho com base nos efeitos de diferentes extratos da
Spilanthes acmella, no qual camundongos foram tratados por via intraperitoneal com esses
diferentes extratos com o objetivo de caracterizar os efeitos convulsivantes dessa espécie
vegetal. Os resultados dessa pesquisa mostraram que os diferentes extratos foram capazes de
desencadear alteragdes comportamentais caracteristicas de atividade convulsiva de maneira
dose-dependente, concluindo-se entdo que a Spilanthes acmella contém principio ativo que

pode induzir crises epileptiformes.
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Porém, ainda ndo existem estudos eletrofisioldgicos acerca de sua agdo ictiotoxica,
utilizando, por exemplo, o eletroencefalograma para demonstrar sua agdo no sistema nervoso
central ou eletromiograma para verificar a ocorréncia de sua agdo ao nivel muscular no

Zebrafish, evocando a necessidade dessa pesquisa a respeito do assunto.

3. Ictiotoxicidade

A toxicidade de uma substancia pode ser considerada como a capacidade de ser
prejudicial, causando dano grave ao organismo. Os efeitos toxicos s6 se manifestam se o
agente toxico alcancar locais especificos do organismo em concentragdes e tempo suficiente
para produzir algum tipo de efeito (BARROS; DAVINO, 2008).

Os testes de toxicidade aguda sao realizados em curtos periodos de tempo (geralmente
entre 48 horas a 96 horas) e tém um plano experimental relativamente simples, onde os efeitos
criticos analisados sdo normalmente a mortalidade ou a imobilizagdo dos organismos. O
objetivo desses testes consiste na determinagdo da concentragdo de uma substancia ou a
intensidade de um agente, como temperatura ¢ pH, que produz um efeito prejudicial num
grupo de organismos durante uma exposicao curta, efetuada em condigdes controladas

(WARD et al, 1982).

A toxicidade é expressa pelo valor da dose letal a 50% (DL50). Este parametro indica a
concentragdo de tdéxico no meio que provoca a morte de metade dos individuos da populacao

considerada nas condi¢des experimentais utilizadas (ASTM, 1998).

Atualmente sdo conhecidas intimeras espécies de plantas que possuem comprovada
toxicidade aguda para peixes. Muitas espécies das familias Sapindaceae, Leguminosae e
Compositae tém sido usadas pelos indios e caboclos brasileiros na pesca que, por ser
predatdria, vem sendo combatida devido ao envenenamento das dguas dos rios, levando a
morte e captura dos peixes de todas as idades. E interessantes assinalar o fato dos peixes
envenenados pelos principios ativos dessas plantas se prestarem ao consumo, sem que sua
carne ofereca risco algum de intoxicagao alimentar ao consumidor (MASCARO et al, 1998).

Dentre os géneros mais citados como ictiotoxicos se destacam os Timbos, que sdo um
grupo de plantas conhecidas por seu uso na pesca por amerindios desde a época pré-
colombiana na regido amazonica, cujo poder ictiotoxico € devido principalmente a presenca

de rotenona (CARVALHO et al., 2012).



17

A rotenona ¢ o mais estudado dos principios ativos e também o mais potente, causa a
morte dos animais principalmente através da inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial
(MASCARO et al., 1998), bloqueando a fosforilagdo do ADP a ATP, sendo peixes e insetos
altamente sensiveis.

Esse grupo de plantas quando esmagadas e lancadas na 4gua, produzem a morte de
peixes pela acdo de substancias toxicas. Por este fato acaba existindo uma grande quantidade
de espécies de diferentes géneros e familias com esta nomenclatura (TIMBO, 2012).

Os géneros mais conhecidos sdo o “timbo vermelho” [Degueliarufescensvar. urucu
(Lonchocarpus urucu/ Derris urucu)] e “timbd branco” [Degueliautilis (Lonchoncarpusutilis /
Derris nicou)] (LOBO et al, 2010). Essas espécies sdo conhecidas popularmente como
“timbos-verdadeiros”, sdo fontes de substidncias com comprovada atividade inseticida e,
portanto, vém sendo utilizadas como biopesticidas em todo o mundo. Sao as plantas de maior
uso ictiotoxico na Amazonia (TOZZI, 1998).

Embora n3o se tenham estudos comprovando a atividade ictiotdxica da Spilanthes
acmella, esta se mostrou altamente toéxica quando em contato com o Zebrafish em estudos
preliminares realizados no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais
na UFPA, no qual os peixes da espécie Zebrafish foram submetidos a diferentes
concentragdes de extrato etanodlico de jambu, o qual mostrou ser, de forma dose-dependente,
toxico ocasionando a morte dos peixes. Isso entdo deu margem para o aprofundamento da

pesquisa em questao.

4. Zebrafish (Daniorerio)

O Danio rerio, mundialmente conhecido como zebrafish, foi descrito inicialmente por
Francis Hamilton em 1822 e introduzido como modelo animal nas pesquisas cientificas por
George Streisinger em 1981.E um peixe teledsteo (3 — 4 cm) de agua doce, pertence a familia
Cyprinidae, apresenta dimorfismo sexual, ¢ oviparo, de habito alimentar onivoro e originario
do sul e sudeste da Asia (SCHNEIDER et al., 2009).

E um animal de facil manutengdo e reprodugio, pois possui grande adaptabilidade,
podendo sobreviver em diferentes condigdes ambientais. A fémea pode produzir cerca de 200
ovos por desova, sendo que os filhotes atingem a maturidade sexual dentro de 2 a 3 meses

(GERLAI et al., 2000).
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Figura 3-Danio rerio (Zebrafish).
FONTE: http://www.sciencedaily.com

O zebrafish tem sido considerado um modelo de vertebrado ideal para o estudo em
diversos campos do conhecimento. Essa espécie, em particular, possui caracteristicas que a
tornam propicia ao estudo da biologia comportamental, pois possui um metabolismo rapido, o
que a torna um bom modelo para rastreio de drogas, e € uma espécie com grande sensibilidade
a mudancas ambientais e efeitos toxicos, 0s quais provocam mudangas significativas em seu
comportamento ou em sua aparéncia externa, que podem ser facilmente identificadas
(GERLAL 2003; VAN DYK, 2005).

Diversos outros fatores, como: pequeno porte, permitindo o armazenado de uma maior
quantidade de animais em um ambiente de tamanho reduzido; ovos translicidos com
fertilizagdo e desenvolvimento externos, que facilitam o acompanhamento do
desenvolvimento do embrido; embrido de facil manipulagdo, o que permite uma investigagao
mais aprofundada; grande prole e seu rapido desenvolvimento; fazem com que ele seja
considerado um modelo consagrado no estudo de doencas humanas, o que lhe possibilitou ser,
atualmente, excelente modelo experimental para estudos genéticos e toxicologicos
(LIESCHKE, 2007).

Logo, a espécie vem sendo largamente utilizada como animal de experimentacdo para o
estudo de numerosas doencas humanas e para a descoberta de novas drogas devido sua

complexidade tipica de vertebrado, de tal modo que os estudos consigam manter a
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complexidade dos sistemas aliando a isso a reducdo dos custos de tais pesquisas (RICO et al,
2011).

Além dessas vantagens, essa espécie dispde também de grande quantidade de estudos
quanto sua anatomia e desenvolvimento embrioldgico presentes na literatura e também
apresenta tamanho relativamente pequeno o que possibilita seu uso em larga escala enquanto
o uso da quantidade de reagentes ¢ significativamente menor, o que facilita o rastreio de
drogas (RICO et al, 2011).

O genoma do zebrafish foi sequenciado, o que mostrou grande similaridade entre seus
genes e os genes de humanos e camundongos. Além do que, as caracteristicas de sua
embriogénese sdao bastante conhecidas, assim como o destino celular durante seu
desenvolvimento. Isso possibilitou minuciosos estudos acerca de seu sistema nervoso, que
mostraram similaridade no seu desenvolvimento quando comparado com os de outros
vertebrados, o que facilita o estudo de diversos tipos de desordens, como a epilepsia, doencas
cardiacas e genéticas (FLEMING, 2010; BARBAZUK et al., 2000; LIESCHKE e CURRIE,
2007; KIMMEL e WARGA, 1988; KIMMEL, 1989).

Essas homologias genéticas e neurais, entre outras, permitiram seu uso na pesquisa de
novas drogas e também em pesquisas de cunho comportamental (LIMA et al., 2009).

No que se refere a pesquisa de novas drogas, além de caracteristicas j4 mencionadas,
como: tamanho, reproducdo, caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas e suas similaridades
com mamiferos, o fato de absorver rapidamente as substancias que sdo colocadas na dgua e a
capacidade de armazena-las em diversas partes de seu organismo, amplia cada vez mais seu
uso na area da toxicologia (GROSELL e WOOD, 2002).

Pesquisas que investigam o efeito de determinadas substidncias no organismo dessa
espécie de peixe foram publicadas, como o estudo feito por Bilotta et al (2004), que
investigou as alteragdes provocadas pela exposicao ao etanol no organismo do zebrafish e o
realizado por Pineda, Beattie, Hall (2011) que avaliou acdo do pentilenotetrazol no sistema

nervoso central do zebrafish através de exame de eletroencefalograma.

5. Eletroencefalograma (EEG)

Os organismos na terra adquiriram, ao longo da evolugdo, a capacidade de enviar e

processar informagdes com uma alta taxa de velocidade de transmissdo, a qual ndo era
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possivel até entdo com o uso apenas do fluxo sanguineo e de moléculas sinalizadoras como os
hormodnios. Dessa forma, surgiu o sistema nervoso, altamente especializado na rapida e
eficiente transmissao de impulsos nervosos através de potencias elétricos gerados em suas

membranas celulares.

Potenciais este criados a partir da movimentagdo de ions através das membranas dos
neurdnios, que surgiram como células excitaveis e componentes fundamentais dos tecidos
nervosos, glandulares e musculares. Tudo isso, gragas a presenga de canais i6nicos na
membrana celular que se abrem toda vez que a célula muda seu potencial de repouso,
invertendo sua polaridade momentaneamente e levando ao surgimento de um potencial de
acdo que pode se propagar por longas distancias e transmitir o estimulo para células vizinhas

que sejam capazes de se excitar na presenga desse tipo de estimulo.

Estes sinais elétricos sdo gerados, entdo, por células especializadas em diversos 6rgaos
do corpo humano, como no cérebro e musculos. A variagdo desses potenciais pode ser
medida, avaliada e, dessa forma, usada para diagnosticar possiveis alteragdes fisioldgicas. O
registro das variagdes de potencial elétrico produzidas pelos neuronios do cérebro ¢ chamado
de eletroencefalograma (EEG), termo que foi introduzido pelo psiquiatra alemao Hans Berger,

pesquisador que fez os primeiros registros elétricos de EEG humano em 1929.

A atividade elétrica cerebral ¢ espontanea e continua, podendo ser evidenciada durante a
vigilia, o sono, a anestesia € 0 coma, cessando apenas nos estados extremos de andxia cerebral
(PINTO, 2006). Essa atividade pode ser captada sobre o couro cabeludo, base do cranio, sobre
o cérebro exposto ou na profundidade do mesmo, ela consiste em um conjunto de muitos
tracados irregulares simultaneos, indicando alteracdes de voltagem entre pares de eletrodos e

¢ caracterizada por amplitudes extremamente pequenas (da ordem de microvolts).

Os ritmos do eletroencefalograma variam consideravelmente e correlacionam-se
frequentemente com determinados estados do comportamento (com os niveis de aten¢do, sono

e vigilia) e com patologias (como crises epilépticas ou coma).

Os ritmos sao categorizados pela sua faixa de frequéncia, e cada faixa ¢ denominada
utilizando-se uma letra grega. O EEG pode apresentar, entdo, os seguintes ritmos: Gama, sao
os mais rapidos, maiores que 30 Hz; Beta, ritmos rapidos de 14 a 30 Hz, e sinalizam um

cortex ativado; Alfa, entre 8§ e 13 HZ e estdo associados a estados de vigilia, em calmo
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repouso; Teta, entre 4 e 7 Hz e ocorrem durante alguns estados do sono; Delta, menores que 4

Hz, sdo muito lentos, grandes em amplitude e indicam sono profundo (BEAR, 2008).

Atividades encefalicas anormais podem ser vistas nos registros de EEG durante crises
epilépticas. No momento em que ocorre a crise, 0 registro passa a apresentar uma atividade
extremamente sincronica, usualmente acompanhada por padrdes de EEG de grande amplitude

e frequéncia, que nunca ocorre durante um comportamento normal (BEAR, 2008).

Os estudos eletroencefalograficos em peixes ainda sdo escassos, embora exista uma
vasta gama de estudos com o Zebrafish. Entre os poucos trabalhos publicados nessa area, tem-
se em 2005 a pesquisa de Baraban et al que induziu mudangas no comportamento em larvas
de zebrafish com o pentilenotetrazol (PTZ) e realizou gravagdes extracelular no tectooptico
do peixe que revelou descargas eletrograficas ictal e interictal apds aplicagdo dePTZ, o que
pode ser bloqueado por antagonistas do receptor de glutamato ou tetrodoxina. Essas crises
epilépticas foram suprimidas por antiepilépticos como o valproato e o diazepam, de uma
forma dependente da concentracao.

Além desse estudo, Baraban et al(2007)realizou ainda registros encefalograficos com o
uso de um microelétrodo de vidro, colocando-o no tecto dptico do peixe. Tais registros foram
filtrados a 1 kHz, passa-baixa de 0,1-0,2 Hz, passa- alta de 5-10 kHz, digitalizados usando um
Digidata 1300 A/ interface D, as sessoes de gravacao foram realizadas entre 30 € 90 min.

Porém, ainda ndo existem trabalhos que demonstrem registro eletroencefalografico no
zebrafish exposto ao Spilanthes acmella e analisando a acdo dessa substancia a partir desses

registros.

6. Eletromiograma (EMG)

Eletromiografia ¢ o estudo da deteccdo, andlise e uso do sinal elétrico (EMGQG)
proveniente da contragdo muscular (WEBSTER, 1988). Essa técnica pode ser dividida em
dois procedimentos, a eletromiografia de superficie e a de profundidade. A eletromiografia de
superficie compreende a captagao do sinal mioelétrico utilizando eletrodos dispostos na
superficie da pele, enquanto a eletromiografia de profundidade constitui uma técnica invasiva,
na qual eletrodos, do tipo agulha ou fio, sdo introduzidos diretamente em um determinado

masculo (WEBSTER, 1978).
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A eletromiografia de superficie ¢ a mais utilizada, por se tratar de uma técnica
simples, sem a necessidade de treinamento por parte do executor na colocac¢ao dos eletrodos,
que sdo dispostos na superficie da pele. Apesar de sua simplicidade, o sinal coletado
compreende a atividade de diferentes UMs (Unidades Motoras), ndo sendo possivel a
observagdo da atividade de uma tnica unidade motora. J4 a eletromiografia de profundidade
permite que se observe apenas uma Unica UM, por meio da introdugdo de eletrodos
diretamente nas fibras musculares, porém esta introducdo requer treinamento na sua
colocagdao. Mesmo com a correta introducao dos eletrodos, esta técnica apresenta um
incomodo constante ao paciente. Neste sentido, assim como parece ser a tendéncia das
técnicas de auxilio a diagndsticos de uma forma geral, a pratica ndo invasiva ¢ preferida nas

aplicagdes em que esta & possivel (ROSA, 2005).

7. Analise experimental do comportamento

O termo “comportamento” (behavior) deve ser compreendido pelo bindmio estimulo-
resposta. O estimulo provém do ambiente, ao passo que a resposta é de caréater ontologico. E
por isso que o estudo comportamental ndo se limita a verificagdo do ato motor do animal, mas
a um todo de interagdo entre o ser vivo € 0 seu respectivo ambiente.

O estudo comportamental facilita a percepgao do efeito neurobiologico de uma droga
em determinado organismo vivo. As drogas possuem a capacidade de induzir
comportamentos, desencadeando a construcdo de modelos comportamentais. Tais modelos
edificam-se na mescla entre o saber naturalistico e laboratorial, sendo a avaliacdo de seus
resultados imprescindivel para o desenvolvimento de tecnologias no segmento médico,
industrial e de pesquisa (GOUVEIA, MAXIMINO & BRITO, 2006).

Camundongos e ratos sao amplamente utilizados em neurociéncia, uma vez que
ajudam na determinacdo de quais regides cerebrais € quais sistemas neurotransmissores estao
envolvidos em uma série de comportamentos, constituindo-se em modelos comportamentais
classicos. Nas ultimas décadas, entretanto, tem sido ainda empregado nas pesquisas em
neurociéncias, o Danio rerio(zebrafish), um peixe ornamental bastante difundido nos estudos
de neurodesenvolvimento.

A classe dos peixes demonstra direta ou indiretamente grande parte do
comportamento visto em animais terrestres, uma vez que evolutivamente ¢ considerada

ancestral dos tetrdpodes. Os estudos comportamentais com peixes se iniciaram, a partir de
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psicologos e etdlogos, para o tratamento de temas como a cognicdo, o desenvolvimento do
aprendizado e as funcdes cerebrais.

A descoberta do potencial cientifico do zebrafish ¢ atribuida a George Streisinger e
devido ao custo relativamente baixo do peixe e sua acessibilidade para andlise genética, tem
se estabelecido como um bom modelo para estudar as bases moleculares do
neurodesenvolvimento e do neurocomportamento em vertebrados. Além disso, na literatura
cientifica, verifica-se a utilizacdo do zebrafish em andlises sobre a cogni¢do, memdria,
aprendizagem, ansiedade e medo. (LEVIN & CERUTTI, 2009).

O Zebrafish surgiu como um excelente modelo para o estudo dos mecanismos de
comportamento alterado e para o rastreiro de agentes terapéuticos potenciais. (STEWART et
al., 2012). Seu comportamento usual ¢ caracterizado por uma geral falta de movimento,
mantendo-se preferencialmente em um local especifico do ambiente e apresenta preferéncia
pelo ambiente escuro.

Baraban et al. (2005) induziu alteracdes comportamentais em Zebrafish utilizando
pentilenotetrazol (PTZ), a exposi¢do a este agente convulsivante comum induziram uma
sequéncia estereotipado e dependente da concentragdo de alteragdes comportamentais que
culminaram com clonus, como convulsoes.

Cabe ressaltar, que os efeitos do fairmaco ndo seguem um padrio em todas as
espécies animais. Os resultados comportamentais obtidos dependem do organismo-modelo
utilizado, o que sem embargo nao significa o impedimento da producdo de analogias e
homologias com outras espécies, uma vez que a neurociéncia e a fisiologia dao suporte a
essas comparacgdes.

A descricdo dos resultados comportamentais fomentados por esse modelo se faz
relevante, entre outros fatores, na medida em que possibilita 0 entendimento mais detalhado
dos fendmenos neurofarmacolédgicos advindos da exposicdo do peixe a droga, além de
permitir a detecgdo rapida de um agente toxico em potencial pouco elucidado pela literatura: o

extrato etanolico da raiz de Spilanthes acmella.
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OBJETIVOS

8.1 GERAL

Investigar a acgdo ictiotoxica do extrato etandlico da raiz de Spilanthes acmella em

Zebrafish através da analise eletrofisiologica e comportamental.

8.2 ESPECIFICOS

Encontrar a concentragdo letal mediana da droga para a obtencao do efeito ictiotéxico
no Zebrafish;

Descrever os efeitos comportamentais do peixe submetido a concentragdo letal
mediana do extrato;

Verificar alteragdes eletroencefalograficas e eletromiograficas no Zebrafish apos o
contato com o extrato;

Correlacionar os achados eletroencefalograficos e eletromiograficos com os estagios
comportamentais.

Investigar possivel efeito convulsivante do extrato etandlico de Spilanthes acmella

sobre o zebrafish.
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9. MATERIAIS E METODOS

9.1 Obtencao do extrato etanolico da raiz do Spilanthes acmella

As folhas foram coletadas na cidade de Belém (PA — Brasil). A identificagdo botanica
foi feita pela Profa. Dra. Silvane Tavares Rodrigues, pesquisadora da Embrapa Amazonia
Oriental. Uma exsicata foi depositada no herbario IAN, na mesma instituicdo, sob o registro
de niimero 185611.

A raiz foi seca em estufa por 24 horas a 45°C, a massa seca foi pesada e posteriormente
triturada. E entdo foi utilizado alcool absoluto como solvente extrator na propor¢do 2:1, e a
amostra foi deixada em contato com o solvente por 48 horas em recipiente fechado. Por fim, o
alcool foi evaporado e obteve-se uma pasta negro-esverdeada, que foi decaida para 25%

(250mg/ml), e, através desta, foi calculada a concentragio para uso.

Raiz da Spilanthes acmella
Seca a 45° C em estufa

Pesada e triturada

Alcool Absoluto + Material Seco

2:1

48 h

O alcool € evaporado

Extrato etandlico da raiz de Spilanthes acmella

E decaido para 25% (250mg/ml)

Encontra-se a Concentracao para uso

Fluxograma 1: Obtencao do extrato etanolico da raiz da Spilanthes acmella.
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Para o estudo foi utilizado o extrato etanodlico da raiz Spilanthes acmella na
concentragdo de 250 mg/ml (a 25%). O extrato foi diluido em varias concentragdes de 0,1
mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml e 0,75 mg/ml para determinacdo da dose letal mediana

(DL50).

9.2 Animais (Zebrafish)

Para realizar o trabalho, foram utilizados 60 animais para analise comportamental, 15
para o eletroencefalograma e 15 para eletromiograma, totalizando 90 animais. Todos os
estudos utilizaram animais adultos (12-14 meses). Os peixes foram comprados em lojas
especializadas de Belém do Para epassaram por um processo de aclimatacao durante 72 horas.
Os zebrafish foram mantidos no Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais, em um aquario contendo agua decantada com pH= 7,0 = 0,2 , sendo alimentados 2
vezes ao dia comalcon BASIC® , como também a temperatura ambiente constante e ciclo
claro-escuro de 12 horas. Todos os experimentos foram realizados mais de 2 h apos a
alimentacdo da manha nos dias uteis. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité

de Etica em Pesquisa com Experimentagio Animal da Universidade Federal do Para

(UFPA)sob registro: BIO010112.

9.3 Concentracao letal mediana (CL50)

Em um béquer de 250 ml VIDROLABOR® o extrato etanolico da raiz da Spilanthes
acmella a 25% foi diluido em diferentes concentragdes (0,Img/ml, 0,25mg/ml, 0,5mg/ml,
0,75mg/ml) para obter a concentragao letal mediana (CL50). Foram utilizados 15 animais
para cada concentragdo eos peixes entraram em contato com a solu¢do por um periodo de dez
minutos. Nesse periodo, todos os animais foram observados para saber quantos sofreram o
efeito ictiotoxico devido a exposigdo ao extrato e tais dados foram entdo anotados para analise

e calculo da concentracao letal mediana (CL50) que foi usada nesta pesquisa.
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9.4 Eletroencefalograma

A atividade eletroencefalografica foi monitorada utilizando um eletrodo conjugado
confecciona no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard. O mesmo foi confeccionado com
fios de ago-inox que apresentam um raio de 0,1 mm (da ponta) e comprimento de 1,0 cm.

Possuindo duas extremidades: uma de registro e outra de referéncia.

I em

1.5 mm { 1mm

Figura 4- Eletrodo conjugado.
FONTE: Autores.

Para os eletroencefalogramas, o eletrodo foi inserido na regido do mesencéfalo do
Zebrafish, tendo, para isso, como referéncia a linha sagital mediana (longitudinal) e a borda
caudal do olho (transversal). O local de intercessdo entre as linhas corresponde ao ponto exato
de introducdo do eletrodo de registro, € na posi¢do de 0,5 mm a frente representa o local de

introducdo do eletrodo de referéncia.
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Figura 5-Mesencéfalo (MB).
FONTE: ZebrafishBrain Atlas.

Para a colocagao do eletrodo, os peixes foram individualmente contidos dentro de uma
esponja que estava inicialmente submersa em agua e, posteriormente, banhada pela solucao
com a dose letal mediana (DL50) do extratetandlico de Spilanthes acmella, com temperatura

em torno de 26 °C e pH de 7,2.

Apbs a colocacdo do eletrodo, a preparacao foi colocada em uma gaiola de Faraday

para a realizag@o dos registros de modo a evitar interferéncia de ruidos externos.

Apoés a experiéncia de gravacao do eletroencefalograma e eletromiograma, os animais
foram mantidos em 4agua contendo lidocaina (cloridrato de lidocaina 2%, Lab. Hipolabor
Farmacéutica Ltda, de Sabara-MG, Brasil) 1mg/ml até paralisia total do animal.

Para a caracterizagdo dos aspectos de ictiotoxicidade neuronal ocasionadas pelo extrato,
foram utilizados os programas Signal® 3.0 e Python® 2.7, que possibilitou a andlise no
dominio da frequéncia das ondas cerebrais, além da inspe¢ao visual dos padrdes ondulatorios.
A andlise espectral de poténcia dos componentes de frequéncia proporcionou correlacionar os

estagios de excitabilidade neuronal.
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9.5 Eletromiograma

Para a captacdo das alteracdes a nivel periférico foi utilizada a eletromiografia, pois esta
detecta o sinal elétrico proveniente da contracdo muscular. O estudo utilizou para isso a
eletromiografia de profundidade que se constitui de uma técnica invasiva, na qual eletrodos,
do tipo agulha ou fio, sdo introduzidos diretamente em um determinado musculo.

Os sinais eletromiograficos foram coletados durante cinco minutos, tanto o basal quanto
o de registro com o animal em contato com o extrato. O eletrodo usado foi do tipo fio, igual
ao eletrodo confeccionado para o eletroencefalograma. Ele foi introduzido no musculo axial
na por¢ao epiaxial do peixe.

Para captura e andlise dos dados, respectivamente, foram utilizados os programas
Signal® 3.0 e Python® 2.7, que possibilitou a anélise no dominio da frequéncia das ondas das
atividades musculares e suas alteracdes em contato com o extrato, além da inspecao visual dos

padrdes ondulatorios.

9.6 Equipamento usado para gravacio e aquisicao de dados

Os eletrodos de registros foram conectados a um amplificador de alta impedéancia
(Tecnologias Grass, P511) com amplificacdo de 2.000x. Os registros foram filtrados com
ajuste de 300 Hz no filtro passa-baixa e 0,3 Hz no filtro passa-alta e monitorados por um
osciloscopio (Protek, 6510). Os dados foram continuamente digitalizadas e armazenamento
em 1kHz resolucdo de amostragem em um computador equipado com uma placa de aquisi¢ao
de dados (Nationallnstruments, Austin, TX) armazenados em um disco rigido de computador

para off-line analisa por um software (LabVIEW Express).

9.7 Analise Comportamental

A andlise comportamental foi realizada através da colocagdo individual de um total de
30zebrafish em um béquer contendo o extrato etandlico de jambu em sua dose letal mediana
(DL50) para o peixe por um periodo de 10 minutos. E, nesse periodo, foi observado o

comportamento do peixe mediante o efeito do extrato. Para a caracterizagdo das alteragdes
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comportamentais do animal, determinados comportamentos foram levados em consideragao
devido a pouca frequéncia com que ocorrem durante o comportamento usual do peixe sem o

efeito de qualquer substancia, tais como:

Excitabilidade: movimentos mais rapidos que os usuais.

Movimento rapido da cauda ou Tremores caudais: as nadadeiras caudais
apresentam movimentos ligeiramente mais rapidos, com maior frequéncia de batimentos na
extremidade caudal.

Diminuicdo transitéria da motilidade: o peixe cessa seu movimento
temporariamente.

Perda transitéria do reflexo de postura: O animal ndo consegue manter seu padrdo
global de atividade motora (dorso-ventral, de cima para baixo), assumindo, por vezes, uma
postura lateral ou ventral-dorsal.

Giro em torno do proprio eixo: Consiste no movimento giratério em volta do eixo
do proprio corpo do animal. Pode se suceder tanto no sentido horario, quanto anti-horario. O

esquema a seguir ilustra um GE no sentido horario:

Figura 6- Demonstragao do giro em torno do proprio eixo

Adaptada de http://www.egosumdaniel.se/illustrations/

Movimentos descoordenados: Peixe apresenta movimentacdo descoordenada,
dirigindo-se para o fundo do béquer, apresentando nado circular ou impulsionando-se para
frente e para tras.

Perda do reflexo de postura: Ha a perda total do reflexo de postura.

Perda da metilidade: O animal cessa o movimento e ndo retorna.

Efeito Ictiotoxico: Efeito do farmaco administrado, levando a morte do animal.

Cessam-se os movimentos das nadadeiras. O animal pode ou ndo depositar-se no fundo do
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recipiente. Estabeleceu-se, nesse estudo, como efeito ictiotoxico o ocorrido a partir da perda

da motilidade.

9.8 Analise de dados

Para as analises dos sinais adquiridos, a ferramenta foi desenvolvida utilizando a
linguagem de programagao Python versao 2.7. As bibliotecas numpy e scipy foram utilizadas
para o processamento matematico da biblioteca e matplolib para os graficos. A interface

grafica foi desenvolvida usando a biblioteca PyQt4.

Os graficos de amplitude sdo a inten¢do de mostrar a diferenca de potencial entre os
eletrodos de referéncia e de registro. Foram observados no sinal de 1000 amostras por

segundo.

Os espectrogramas foram calculados utilizando uma janela de Hamming (com 256
pontos de 256/1000 segundos), cada quadro foi gerado com uma sobreposi¢ao de 128 pontos
por janela. Para cada quadro da densidade espectral de poténcia (PSD) foi calculada pelo

método de Welchperiodograma média.

Os histogramas de frequéncia foram gerados calculando a PSD do sinal usando a janela
de Hamming com 256 pontos, sem sobreposi¢do. Com o PSD resultante foi montado um
histograma com caixas de 1 Hz. Para analisar a diferenca entre as experiéncias, um grafico
com o desvio médio e padrao de PSD de vérias experiéncias foram montadas, cada onda do
grafico foi gerado a partir de um conjunto de experiéncias, em que o individuo foi calculado
PSD e do desvio médio e padrao de cada grupo esta representado, para o célculo da PSD

janela de Hamming de 256 pontos foi usada sem sobreposi¢ao.

9.9 Comparacao dos valores de coeréncia

Para a comparagdo dos valores foram feitos média e desvio padrdo e foi utilizado teste -
t ndo pareado. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar as proporgdes, um valor de

p< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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10. RESULTADOS

10.1 ICTIOTOXICIDADE

A Tabela 1 e a Figura 7 mostram o percentual de animais mortos sob diferentes
concentragdes do extrato etandlico de Spilanthes acmella. Tais resultados mostram a
susceptibilidade crescente do zebrafish a diferentes concentragdes desse extrato, sendo que na

concentrac¢ao de 0,75 mg/ml a letalidade do extrato chegou a 100%.

Foi observado ainda que a exposi¢ao do peixe a concentragcdes menores (0,01 mg/ml)
nao produziu efeitos visiveis sobre o animal. O que aponta para uma proximidade entre a dose

terapéutica e a dose toxica do extrato.

Tabela 1- Nimero e porcentagem de animais mortos em diferentes concentragoes do

extrato etanolico de Spilanthes acmella

Numero e porcentagem de animais mortos em diferentes concentragoes do
extrato etanolico de Spilanthes acmella

Concentragao 0,1 mg/ml  025mg/ml  0,5mg/ml 0,75 mg/ml

Numero de Mortos 6 9 12 15

% 40 60 80 100
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Figura 7— Porcentagem de animais mortos em diferentes concentra¢des do extrato etandlico

de Spilanthes acmella.
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A Tabela 2 mostra o periodo de laténcia, em segundos, para o aparecimento das
primeiras alteragdes comportamentais no peixe em virtude da exposi¢do ao extrato sob
diferentes concentracdes, a qual mostra um tempo médio de 202.3 segundos de laténcia na
concentracdo de 0,1 mg/ml e vai diminuindo a medida que a concentragdo do extrato vai
sendo aumentada, e, na concentragdo de 0,75 mg/ml a laténcia da agdo do extrato ¢ de apenas
69.6 segundos. Tais resultados mostram que, além de toxico, o extrato etanolico de Spilanthes

acmella também mostrou ter acdo rapida no organismo do zebrafish.

Tabela 2— Laténcia da acdo do extrato etandlico de Spilanthes acmella no zebrafish sob

diferentes concentracoes

Laténcia da agao do Extrato Etanolico da raiz de Spilanthes acmella (jambu)
no comportamento do zebrafish (em segundos)

[ ] mg/ml 0,1 mg/ml 0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 0,75 mg/ml

124 86 114 86
140 87 195 101
262 87 215 118
274 76 150 177
207 76 240 29
207 76 95 106
- 300 118 36
- 78 50 46
- 126 60 56
- - 120 38
- - 194 53
- - 219 78
. . - 33
- - - 33
. - - 54
Média 202.3 110.2 147.5 69.6

DP 61.3 72.9 64.2 41.6
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10.2 DETERMINACAO DA DOSE LETAL MEDIANA (DL50)

16 - y = 13,469x + 5,1122
R?=0,9878

[E—
~
1

[ —Y
S N
| |

Numero de mortos
(@.0]
|

S Nk~ S
!

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Concentracao (mg/ml)

Figura 8— Grafico do nimero de animais mortos em fun¢ao da concentragao do extrato

etandlico de Spilanthes acmella (mg/ml) e equagdo gerada por regressao linear.

Para a determinagdo da dose letal mediana (DL50) foram projetados no grafico da
Figura 8 os dados de animais mortos para cada uma das concentracdes (0,1 , 0,25, 0,5 ¢ 0,75
mg/ml) do extrato etandlico de Spilanthes acmella. E, através desses dados, foi feita uma
regressao linear para a determinagdo da DL50, que foi de 0,17 mg/ml, como mostra a equagao

abaixo:

y=13,46x + 5,11
y=175

7,5 =13,46x +5,11
7,5-5,11 =13,46x
2,39 =13,46x

x =2,39/13,46

x = 0,17mg/ml
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10.3 ELETROENCEFALOGRAMA

Como pode ser observado na Figura 9, que representa os tracados eletroencefalograficos
basal e do animal submetido ao contato com o extrato etandlico de Spilanthes acmella, a

utilizagdo do extrato promoveu uma alteragdo no padrdo do tragado do eletroencefalograma

do zebrafish.

Pode ser observado que o tragado basal, retirado da regido mesencefalica do zebrafish,
demonstra oscilacdes de baixa amplitude. Sendo a atividade eletroencefalografica basal
marcada por amplitude de 0,05 mV, como visto na figura 10A, que mostra o sinal de registro
obtido do peixe sem contato com o extrato etanodlico de Spilanthes acmella em maior
amplitude. A figura 10B apresenta uma analise das frequéncias em fun¢do da amplitude de

resposta do EEG, que ¢ marcada por frequéncias abaixo de 5 Hz.

E o tracado do animal tratado (figura 9) com o extrato na concentragao de 0,17 mg/ml
se caracteriza pelo aumento da amplitude de disparos, chegando a 1 mV com a presenca de
salvas de potenciais e de disparos isolados durante o quadro apresentado apos exposicao,
ocorrendo diminui¢do gradativa da amplitude de disparos com redu¢do da frequéncia em um
tempo, aproximado, de 300 segundos de contato e o desaparecimento da atividade encefalica
em 400 segundos de contato. Tais resultados, entdo, apontam para uma alta toxicidade do

extrato para os peixes.
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Figura 9-Tracados eletroencefalograficos representados por (A) tracado basal e (B) tracado

do animal submetido ao contato com o extrato etanolico da raiz de jambu.
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Figura 10-Tragado eletroencefalografico basal: (A) Sinal de registro obtido do peixe sem

contato com o extrato etanolico de Spilanthes acmella em maior amplitude. (B) Grafico

frequéncia x amplitude.
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No espectograma referente as distribuicdes de energia (Figura 11), o espectograma
referente ao eletroencefalograma basal (11A) demonstra prevaléncia de frequéncias em torno
de 4 Hz. Nessas frequéncias se t€ém ondas do tipo teta, as quais sinalizam baixa atividade
cerebral, com cortex em estado relaxado.

O espectograma referente ao eletroencefalograma do animal tratado (11B) mostra
grande alteracdo nas frequéncias das ondas cerebrais. O grafico 10B mostra a presenca de
frequéncias de at¢ 50 Hz até, aproximadamente, 180 segundos, que, entdo, vao
progressivamente decaindo para a faixa de 30 Hz até 300 segundos, e retornam a valores
préximos ao basal em 500 segundos, onde se verificam frequéncias de 4 Hz.

Os resultados do espectograma do animal tratado quando comparados com os do
espectograma basal mostram maior ritmo de atividade cortical no zebrafish quando ele esta
submetido ao extrato etandlico de Spilanthes acmella, pois ocorre, inicialmente, prevaléncia
de ondas cerebrais do tipo gama (frequéncias maiores que 30 Hz e que sinalizam maior
atividade cerebral e grande excitagdo), e, posteriormente, de ondas do tipo beta (frequéncias

entre 14 e 30 Hz e que demonstram um cérebro em atividade e excitado).
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Figura 11-Espectograma relacionando os niveis de distribuicdo de energia até S50Hz
correspondentes aos tragados eletroencefalograficos basal (A) e do animal tratado com o

extrato etanolico da raiz de jambu (B).
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A Figura 12 ¢ apresentada em escala logaritmica (dB) posicionando a amplitude na
ordenada e a frequéncia at¢ 50 Hz na abscissa. Pode ser observado que os registros basais
apresentam maior forca nas frequéncias abaixo de 10 Hz, comprovando os dados anteriores,
com a queda progressiva até 50 Hz. Os animais que foram submetidos ao extrato etanolico da
raiz do jambu, apresentaram maior forca do que o basal na frequéncia até¢ 50 Hz, sendo a
maior for¢a apresentada de 4 a 10 Hz.

A queda da forca ¢ progressiva e mais lenta, ocorreu também maior variabilidade
entre as frequéncias, o que pode ser observado nos desvios padrdes se comparados com os do
basal. Dessa forma, constatamos que ocorre maior gasto de energia proveniente da atividade

encefalica dos animais submetidos ao extrato etanolico da raiz do jambu.
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Figura 12-Demonstra a amplitude (Poténcia em dB), quantificando o nivel da forca entre os
tragados eletroencefalograficos basais e tratados (n=9).
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Foram identificados cinco padrdes de tragado no eletroencefalograma apds o contato
com o extrato etanolico de Spilanthes acmella na concentragdo de 0,17 mg/ml, como

apresentado na Figura 13.

Os padrdes de tracados foram classificados como fases de acordo com a ordem de
surgimento no registro que se caracterizaram por aumento gradativo da excitabilidade com o
aparecimento de salvas de potenciais e elevacdo na amplitude do registro e, posteriormente,

diminui¢do gradativa dessa amplitude.

Inicialmente, se pode observar alteracio no tracado relacionada a amplitude e
frequéncia, como citado anteriormente na anédlise de resultados. E possivel identificar
também, por meio do potencial de campo, salvas de potenciais com aumento na amplitude e
na frequéncia.

No tracado eletroencefalografico representado por Aj, ¢ observado o momento de salva
de potencial, cujas frequéncias de 1 a 9 Hz estdo alteradas, apresentando pico de amplitude de
0,12 mV/Hz.

No padrdo A,, correspondente a 60 até 65 segundos do tragado A, ocorre reducdo das
amplitudes entre o ¢ 10 Hz e aumento das amplitudes situadas entre 15 ¢ 30 Hz quando
comparado com Al. Nessa fase sdo observadas formas intercaladas de amplitudes maiores
que atingem até, aproximadamente, 0,9 mV e outra que chega até 0,25 mV. No gréafico de
frequéncia por amplitude ¢ observada uma queda na amplitude, na qual a mais alta
corresponde a 0,08 mV/Hz e as maiores amplitudes estdo na faixa de frequéncia de 0 a 10 Hz;
e ligeiro aumento nas frequéncias.

O tragado de A3 obedece a um padrdo de salvas de potenciais com a amplitude menor e
a distribuicdo de energia em cada frequéncia ¢ bem repartida até 50 Hz, estando as maiores
amplitudes situadas entre 10 e 20 Hz e atingindo o pico em 10 Hz, que corresponde a 0,05
mV/Hz.

O tracado eletroencefalografico A4 possibilita a observagao de disparos de potenciais de
campo isolados com diminui¢do do ritmo, todavia mantendo a amplitude. No grafico de
amplitude por frequéncia tém-se as maiores forcas entre 4 a 17 Hz.

O padrao AS indica o periodo em que o animal tratado apresenta uma similaridade com
o registro basal, com as maiores frequéncias situadas na frequéncia de 2Hz e entdo o cérebro
torna-se irresponsivo.

Logo, em relagdo as frequéncias observadas, levando em consideragdo todos os padroes,

durante a exposicdo ao extrato, o aumento da excitabilidade do tracado do
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eletroencefalograma provoca variacdo em todas as frequéncias, mas, principalmente, nas

baixas e médias frequéncias.
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Figura 13-Padrdes de tracados encontrados no eletroencefalograma de animais tratados de

acordo com a ordem de aparecimento.
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10.4 ELETROMIOGRAMA

Na Figura 14, que mostra os tragados eletromiograficos referentes ao registro basal
(14A) e ao registro com o animal submetido ao extrato etandlico da raiz de Spilanthes acmella
(14B),¢ possivel notar alteragdo nos tragados quando os dois sdo comparados. Pois, enquanto
o registro basal se caracteriza pela manuten¢do de baixas e constantes amplitudes no decorrer
do tempo, o registro eletromiografico do animal submetido a droga aponta, inicialmente,
aumentos esporadicos na amplitude, seguido por uma salva de potencial e posterior retorno do

registro a niveis basais de tragado.

Na primeira fase do eletromiograma ocorrem contragdes musculares esporadicas de
média amplitude intercaladas por relaxamento muscular de tracado semelhante ao basal.

O segundo padrao demonstra uma fase que se caracteriza por intensa atividade muscular
em um curto intervalo de tempo, sendo este um tracado tipico de intensa mioclonia. Logo,
nesse padrao ocorre aumento no nivel de esfor¢o muscular e, consequente, gasto energético.

O ultimo padrio se caracteriza por relaxamento muscular, ocorrendo neste: tracado

semelhante ao registro basal do animal.
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Figura 14-Tragados eletromiograficos representados por (A) tragado Basal e (B) tragado do
animal submetido ao contato com o extrato etanolico da raiz do jambu. E os padroes
encontrados no eletromiograma do animal tratado.
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A Figura 15 ¢ apresentada em escala logaritmica (dB) posicionando a amplitude na
ordenada e a frequéncia até 50 Hz na abscissa. Nessa analise ndo houve diferenga entre o
padrdo observado no registro basal e no tratado, a despeito de uma diferenca na faixa entre 4 e

10 Hz com maior amplitude no registro do animal tratado.
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Figura 15-Demonstra a amplitude (Poténcia em dB), quantificando o nivel da for¢a entre os
tracados eletromiograficos basais e tratados (n=5).
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10.5 AVALIACAO DOS ESTAGIOS COMPORTAMENTAIS

A submissdo via imersdo do Danio rerio ao extrato etanolico da raiz do jambu na
concentracao de 0, 17 mg/ml desencadeou expressivas alteracdes comportamentais no peixe.

A Tabela 3 mostra as mudangas comportamentais apresentadas pelo zebrafish
durante exposicdo ao extrato etanolico de Spilanthes acmella na concentragdo de 0,17mg/ml,
as mudangas comportamentais foram divididas em estagios e os tempos de laténcia de cada

estagio de comportamento ¢ apresentado.

Tabela 3— Demonstra a laténcia em segundos para cada estiagio comportamental, assim
como as caracteristicas desse, em zebrafish (n=30) imerso no extrato etanoélico da raiz de

jambu na concentracio de 0,17 mg/ml.

Estagios Comportamentais Caracteristica do Laténcia em segundos

comportamento

Aumento na atividade de nado,

Estagio 1 (C1) espasmos, tremores no eixo da 3,58 £2,03
cauda.
Estagio 2 (C2) Nado circular antecedido ou
seguido por perda de postura. 73,57 £ 14,88
Estagio 3(C3) Clonus, perda de motilidade,
deposicao do animal no fundo 101,42 + 28,53

do béquer e morte.

A exposicdo ao extrato traz ao animal modificagdes comportamentais quase
imediatas. O intervalo de tempo médio de laténcia para o Estagio 1 foi de apenas 3,58 + 2,03.
Nesse estagio, o peixe apresentou um perfil excitatério com o aumento na atividade de nado.
Notaram-se, ainda, movimentos espasmodicos e tremores na extremidade da cauda do animal.

Com um intervalo de tempo médio de 73,57 £+ 14,88, manifestou-se o Estagio 2.
Nele, o animal realiza nado em circulos, acompanhados, antes ou depois dessa expressao

comportamental, pela perda da postura. Durante esse estagio, houve o aparecimento de
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caracteristicas comportamentais do primeiro estidgio (aumento da natacdo, espasmos e
tremores caudais).

O estagio 3 se inicia em um intervalo de tempo médio de laténcia de 101,42 + 28,53.
Observa-se a gradativa imobilidade do animal, bem como a sua deposi¢ao no fundo do
béquer, apresentando convulsdes e evoluindo para a morte.

Nenhum desses comportamentos motores foi observado no peixe exposto ao seu
meio normal, sendo o comportamento controle do zebrafish caracterizado por caréncia geral

de movimento e preferéncia por permanecer em uma area determinada no ambiente.

10.6 CORRELACOES ENTRE ACHADOS ELETROFIOLOGICOS E ESTAGIOS
COMPORTAMENTAIS

Correlacionando os tempos e caracteristicas dos achados eletrofisiologicos e
comportamentais, nota-se que:

As contragdes musculares esparsas e de média amplitude, presentes no primeiro padrao
do eletromiograma (P1), ocorrem no intervalo de tempo correspondente ao periodo de salva
de potenciais com elevada amplitude (A1) e de disparos de alta amplitude intercalados por
componentes de menor amplitude (A2), nos quais ha intensa atividade cerebral com aumento
de amplitude no eletroencefalograma. Nesse intervalo de tempo também ocorrem os periodos
em que o zebrafish se apresenta nos estagios 1 e 2 (C1 e C2) com comportamento. Ou seja, na
fase de intensa explosdao muscular (aumento da atividade natatoria, espasmos e tremores)
seguida pela fase marcada por esforco muscular (nado circular) intercalo por bloqueio
muscular (perda do reflexo de postura).

E o periodo em que ocorre o padriao eletromiografico referente a mioclonia (P2)
corresponde ao padrao A3 eletroencefalografico no qual se notam salvas de potenciais, com
maior distribuicdo de frequéncia e de energia. E também corresponde ao tempo médio de
aparecimento do estagio 3, que ¢ caracterizado, além de sua perda de motilidade, por um

periodo de convulsdo do Zebrafish quando ele se deposita no fundo do béquer.
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Tabela 4-Representacido do intervalo médio de duraciao de cada fase do EEG (A1, A2,
A3, A4 e AS), do EMG (P1, P2 e P) e dos estagios comportamentais (C1, C2 e C3)

EEG EMG COMPORTAMENTO
Al 0-38 P1 0-152 c1 3,58 — 73,57
A2 38-124 P2 152-194 | C2 73,57 -
101,42
A3 124 - 246 P3 194-300 | C3 101,42 - 300
A4 246 -394
A5 394 - 500
38 124 246 394 500
152 194 300
\ P1 | P2 | P3 \
3,58 73,57 101,42 300
[ a Te e ]

Figura 16 - Escala temporal de surgimento das fases nos registros do EEG e EMG e dos
estagios do comportamento no zebrafish, em segundos. A escala acima ¢ representativa do
surgimento temporal das cinco fases do EEG (A1, A2, A3, A4 e AS). A escala do meio ¢
representativa do surgimento das trés fases do EMG (P1, P2 e P3). E a escala abaixo ¢
representativa do surgimento dos trés estagios comportamentais (C1, C2 e C3).
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11 DISCUSSAO

A Spilanthes acmella ¢ uma planta de grande interesse cientifico devido seu
diversificado uso na medicina tradicional em diversas afecc¢des, tais como: dor de dente,

doengas reumaticas, infec¢des e febre (WONGSAWATKUL et al, 2008).

Esse trabalho mostrou que o extrato etanodlico de Spilanthes acmella tem efeito
ictiotoxico sobre o zebrafish, causando a morte dos peixes submetidos a ele em um curto

periodo de tempo.

Outra substancia que possui agdo ictiotdxica sobre o peixe € a rotenona, que € uma
toxina natural usada no mundo como pesticida e piscicida. Ela age sobre a cadeia respiratéria
de transporte de elétrons inibindo uma das enzimas envolvidas com a oxidacdo do NADH
(CHAUVIN et al, 2001). Logo, a rotenona provoca a morte dos peixes € outros organismos ao
bloquear a absorcao celular de oxigénio (SINGER e RAMSAY, 1994). Ensaios de toxicidade
aguda apresentam efeitos severos e rapidos que essa substancia pode causar em um curto

periodo de tempo no peixe (MELO et al, 2012).

Os piretroides, entre eles a deltametrina, também sdo substincias que provocam uma
série de sinais de toxicidade no zebrafish (VAROLI et al, 2005). O alvo principal dos
piretréides sdo os canais de sddio, os quais t€ém sua abertura e fechamento prejudicados,

levando assim a injurias no sistema nervoso central dos peixes (VENTURINI, 2013).

O extrato etanolico de Spilanthes acmella também mostrou ter acao no sistema nervoso
central do peixe, o que foi observado através das alteragcdes na atividade cerebral do zebrafish,
nas quais se notou aumento nas amplitudes e frequéncias dos registros e modificagdes nos
tipos de ondas cerebrais observados no eletroencefalograma. As ondas cerebrais passaram de
um ritmo teta no eletroencefalograma basal do animal para ritmos que demonstram grande

atividade cerebral, como gama, inicialmente, e beta, posteriormente.

No trabalho de Pineda, Beattie, Hall, 2010, os registros do eletroencefalograma do
zebrafish exposto ao pentilenotetrazol (PTZ) mostra achados similares, com aumento de

amplitude e frequéncia.

As alteracdes comportamentais apresentadas pelo zebrafish também apontam para uma

neurotoxicidade aguda induzida pelo extrato. Tal correlagdio ¢ de suma importancia
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poispesquisas indicam que danos funcionais do sistema nervoso durante a exposicao a
substancias neurotoxicas podem ter seus efeitos analisados através de testes de performance

comportamental (CHASIN e PEDROZO, 2003).

Foi possivel observar ainda que o extrato etandlico de Spilanthesacmella apresenta um
curto periodo de laténcia para o aparecimento das primeiras alteragdes comportamentais no
peixe quando o animal ¢ exposto a ele e para modificacdes observadas no tragado

eletroencefalografico do animal tratado.

Moreira et al, 1989, em trabalho que demonstra o efeito convulsivante do Spilanthes
acmella em camundongos, vem ao encontro desses achados, no qual conclui que a laténcia
para o aparecimento da primeira crise clonica generalizada e crise tonica seguida de morte do
animal foi rapida e de curta duracdao. Nesse estudo, as laténcias para a ocorréncia dos estagios

4 e 5 do comportamento foram 52,6 +/-2,35 e 59,6 +/-2,42 segundos, respectivamente.

Essa mesma pesquisa foi a primeira que apresentou evidéncias de que o Spilanthes
acmella possui principio(s) ativo(s) responsavel(eis) por alteracdes comportamentais
caracteristicas de atividade convulsiva, na qual o extrato da raiz de jambu provocou
convulsdes no camundongo quando injetado em doses de 50 a 150 mg/kg por via

intraperitoneal.

Baraban et al, 2005, estabeleceu a sequéncia de comportamento apresentado pelo
zebrafish durante a convulsdo. Para isso o animal foi exposto ao pentilenotetrazol (PTZ),
substancia comprovadamente convulsivante, e foram analisadas suas alteragdes
comportamentais. Os estagios de comportamento induzidos por essa substancia foram: estagio
1: incremento da atividade do nado; estagio 2: comportamento de nado circular rapido como
um redemoinho; estagio 3: série de clonus como convulsdes seguido de perda de postura. E
entdo o peixe cai para o lado e permanece imével por 1 a 3 segundos. Tais estidgios foram

bastante similares aos encontrados nessa pesquisa com o extrato etanodlico de jamb.

Além disso, Pineda, Beattie, Hall, 2011, fizeram o registro eletroencefalografico da
convulsao induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ) no zebrafish adulto, assim como Baraban et
al, 2005, que fez o registro em larvas do peixe. Nas duas situagdes, o pentilenotetrazol (PTZ)
induziu descargas epileptiformes de alta amplitude e frequéncia (4 — 7 Hz), semelhantes aos

achados de EEG ictal de humanos e roedores. Sendo tais registros distintos da atividade basal
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do peixe que ¢ marcada por baixa amplitude sinusoidal em frequéncia delta (3-4 Hz) e livre de

eventos epileptiformes.

Os registros eletroencefalograficos do extrato etandlico de Spilanthes acmella também
se mostraram similares ao do pentilenotetrazol (PTZ), com ocorréncia de descargas

epileptiformes.

Pode-se concluir entdo, com tais evidéncias comportamentais e eletrofisiologicas, que o

extrato etanolico de Spilanthes acmella evidenciou um padrao convulsionante no zebrafish.

Além disso, os experimentos iniciais de submissdo do zebrafish a diferentes
concentragdes do extrato sugeriram uma proximidade entre sua dose efetiva e a dose letal,
pois a menor concentragdo que causou alteracdo comportamental do peixe também levou um

percentual deles a morte.

A pesquisa de Moreira et al, 1989, corrobora com esse dado, pois em sua pesquisa as
doses efetivas medianas (DE50) para as crises generalizadas foram muito proximas ou iguais

as doses letais (DL50).

Os achados referentes a eletromiografia ndo apresentaram grande significancia, porém,
foram importantes para tracar uma correlagdo entre os resultados eletrofisiologicos e
comportamental, que apontaram para uma progressao paralela e inter-relacionada entre tais

eventos. O que demonstra que os achados nao foram arbitrarios.
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12 CONCLUSOES

O extrato etanolico de Spilanthes acmellamostrou ser um potente ictiotoxico e indutor
de excitabilidade central no zebrafish, o que foi constatado a partir das mudancgas de padrdes
de atividade elétrica vistas no eletroencefalograma do animal submetido a droga e através do
aumento da atividade encefalica visto no espectograma. E o aparecimento de alteracdes
eletroencefalograficas foi perceptivel em pequenas doses e em um curto intervalo de tempo, o

que aponta para uma alta susceptibilidade do peixe ao extrato.

Além das alteragdes eletroencefalograficas, o extrato também causou alteracdes, em
menor escala, nos tragados eletromiograficos do zebrafish submetido a8 mesma concentragao
da droga. Houve o aparecimento de contragcdes musculares esparsas e de mioclonias breves. O

que remonta a um efeito do extrato de jambu ao nivel de sistema nervoso periférico também.

Em relagdo as alteragcdes comportamentais, foi possivel notar o aparecimento de 3
estagios de comportamento, que se iniciam com o aumento da excitabilidade do animal e
culminam com clonus, perda da postura e morte do peixe. Com isso, os achados
comportamentais serviram para corroborar com os achados eletrofisioldgicos de que o extrato
etanolico de Spilanthes acmella atua como potente droga com agdo no sistema nervoso do

zebrafish, com atividade convulsivante.
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