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APRESENTACAO

As Ciéncias Bioldgicas € um maravilhoso campo de estudo, no qual estudamos
todos os seres vivos, suas relagdes entre si e com o meio ambiente. Também podemos
neste campo trabalhar areas do conhecimento, que podem ser aplicadas na industria, na
educacgao, na pesquisa, bioconservacado do ambiente, saude etc. E nesta obra, “Agenda
global de pesquisa em Ciéncias Biol6gicas 2”, nossa intengdo é mostrar ao longo de 18
capitulos de forma ampla o que vem sendo produzidos neste campo, com trabalhos originais
ou de revisao que englobam saude, bioconservagéo, meio ambiente, pesquisa experimental,
Microbiologia, Parasitologia, aplica¢cdes na industria farmacéutica e Educacao.

Esta obra mostra a importancia da multidisciplinaridade e da interdisciplinaridade
dentro das Ciéncias Biolbgicas, pois todas as pesquisas aqui apresentadas possuem
diferentes olhares profissionais e mostram diferentes aplicabilidades na vida quotidiana do
leitor. E com certeza uma literatura importante para estudantes e profissionais de diferentes
areas, que desejam enriquecer seus conhecimentos e utiliza-los de forma pratica na sua
vida académica e profissional.

A Atena Editora, como sempre, prezando pela qualidade, apresenta um corpo
editorial formado por mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil,
para revisar suas obras. E esta revisdo por pares garante que um trabalho de excelente
qualidade chegue até vocé, caro leitor. Esperamos que vocé aproveite bem sua leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: O envelhecimento é caracterizado
pelo declinio fisiologico do organismo e por
consequéncia das células de diversos 6rgaos
que o compdem. N&o se sabe ao certo quais as
razdes para tal declinio, mas ji é estabelecida
a associagdo deste fato ao estresse oxidativo,
que causa alteragbes morfoldgicas, anatdmicas,
estruturais e funcionais gerando danos ha érgéos
como baco, rim e figado. A raiz de H. fomentosa
apresenta diversos fins terapéuticos, que
podem auxiliar no combate ao envelhecimento,
como a redugdo do estresse oxidativo e por
consequéncia a redugdo das mudancas que
acometem estes 6Orgdos. Foram utilizados 12
ratos Wistar com idade de 15 meses divididos
em dois grupos. O grupo controle foi tratado
com agua e o grupo Ht que foi tratado com
infusdo de H. tomentosa por 70 dias. Ao final
do tratamento coletou-se o figado, rim e baco
para andlises biométricas e morfometrias. Os
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orgéos foram incluidos em parafina e as segbes
coradas com hematoxilina e eosina. As analises
morfométricas foram feitas no software Image
J. Tanto o rim como o bago ndo apresentaram
resultados significativos com a administracéo da
H. tomentosa. Ja o figado demonstrou resultados
satisfatorios, recuperando-se de alguns dos
efeitos do envelhecimento.

PALAVRA-CHAVE: Planta medicinal, raiz,
histologia, morfometria.

EFFECT OF HETEROPTERYS
TOMENTOSA OVER THE AGING
OF KIDNEY, SPLEEN AND LIVER IN
ELDERLY WISTAR RATS

ABSTRACT: Aging is characterized by the
physiological decline of the organism and,
consequently, of the cells of the various organs
that compose it. The reasons for this decline are
not clear, but the association with oxidative stress
is already established. It causes morphological,
anatomical, structural and functional changes,
causing damage to organs such as the spleen,
kidney and liver. The root of H. tomentosa has
several therapeutic purposes, which can help
combat aging, such as reducing oxidative stress
and, consequently, reducing the changes that
affect these organs. Twelve 15-month-old Wistar
rats were divided into two groups. The control
group was treated with water and the Ht group
was treated with an infusion of H. tomentosa for
70 days. At the end of the treatment, the liver,
kidney and spleen were collected for biometric
and morphometric analysis. The organs were
embedded in paraffin and the sections stained
with hematoxylin and eosin. Morphometric
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analyzes were performed using Image J software. Both kidney and spleen did not show
significant results with the administration of H. fomentosa. The liver, on the other hand,
showed satisfactory results, recovering from some of the effects of aging.

KEYWORDS: Medicinal plant, source, histology, morphometry

11 INTRODUGAO

O processo de envelhecimento é caracterizado pelo declinio das fungbes biolégicas
e fisiolégicas em diversos érgédos do corpo. Ainda nao € claro o que causa tal efeito, porém
0 estresse oxidativo, distirbios no metabolismo de energia e a desregulagao primaria do
sistema imune podem desempenhar um grande papel no envelhecimento (MAHESH et
al., 2009; RAMES et al., 2011). Com envelhecimento & observado aumento no estresse
oxidativo, que de acordo com a teoria dos radicais livres, a uma destruicdo do equilibrio
entre a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o sistema limpador antioxidante
(MAHESH et al, 2009). Isso porque, as moléculas geradas pelo estresse oxidativo, levam
a uma alteracdo da homeostase celular, danificando biomoléculas (LEITE et al., 2015).
As células tem diversos mecanismos de defesa natural contra as EROs, porém durante o
processo de envelhecimento ha uma insuficiéncia de antioxidantes, permitindo que danos
ocorram e gerem mudangas anatémicas e funcionais em diversos 6rgdos (RAMES et al.,
2011).

Alguns 6rgaos podem sofrer danos severos com o envelhecimento. Entre eles os
rins, baco e figado foram estudados neste trabalho. O rim tem como fungao filtrar o sangue
fornecido pelas artérias renais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004), excretar os metabolitos,
controlar a concentragéo da maioria dos liquidos corp6reos, manter a composic¢ao iénica do
volume extracelular, participar da regulagao de equilibrio acido base e sintetizar hormonios
e enzimas, entre outros (TELLES et al.,2015). Com o envelhecimento, no rim ocorrem
alteragbes estruturais em tecido cicatricial, diminuicdo da massa renal, espessamento da
intima vascular intra-renal, alteragées no glomérulo, infiliragdo de células inflamatérias e
fibrose no estroma (MAHESH et al, 2009).

O bacgo é o maior é6rgéo linfoide secundario com fungdes na circulagédo sistémica,
contendo 2 compartimentos funcionais morfologicamente distintos, polpa vermelha e branca.
A polpa vermelha responsabiliza-se por filtrar 0 sangue removendo materiais estranhos,
eritrocitos danificados ou deformados e plaquetas, servir como armazenamento de ferro,
eritrocitos e plaquetas. Ja a polpa branca faz parte do sistema de defesa, visto que contem
cerca de 25% de linfécitos e inicia respostas imunes a antigenos chegados pelo sangue
(CESTA, 2006). As mudancas morfolégicas notaveis neste 6rgdo, sdo: encolhimento da
polpa branca (perda de células), aumento da polpa vermelha e alteragdo da composicao
celular, entre outros (ZHANG et al., 2007; BELLINGER et al., 1992).

O figado executa diversas fungdes para a manutencdo da homeostasia do
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organismo como: envolvimento nas respostas imunes, no metabolismo e armazenamento
de nutrientes, sintese de algumas proteinas e horménios (RUSSO et al., 2019). Ele possui
(na maioria dos animais) l6bulos separados por tecido conjuntivo, e é revestido por uma
capsula deste tecido e capilares sinusoides (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Com o
envelhecimento, o figado apresenta perda de peso e de hepatécitos, aumento de tecido
fibroso e diminuicdo de sua funcionalidade (CAMPOS et al., 2000; SOUSA et al., 2019).

A Heteropterys tomentosaA. Juss. (Malpighiaceae) € uma planta medicinal conhecida
popularmente como “nd-de-cachorro”, endémica do Brasil, encontrada no Mato Grosso,
Goias e norte de Minas Gerais. Seu extrato € consumido de maneira rudimentar, contudo,
séo descritas na literatura varios efeitos terapéuticos (LEITE et al., 2015). Levantamentos
etnoboténicos, estudos fitoquimicos e farmacol6gicos realizados com a planta indicam o
grande potencial para uso medicinal e exploragédo econémica, mas € importante ressaltar o
uso do manejo sustentavel (MENDES et al., 2018).

A H. tomentosa € conhecida pelo efeito afrodisiaco de sua raiz, é também utilizada
contra debilidades do sistema nervoso e diabetes (FREITAS, et al., 2014). Faz-se 0 uso
dela como tbnico e estimulante, vaso dilatador e antitlcera na medicina popular brasileira
(HUERTA-REYES et al., 2015). Muitos estudos realizados com a H. tomentosa em ratos
indicam resultados satisfatorios com relagéo a seus beneficios terapéuticos (FREITAS, et
al., 2014), acao antimicrobiana e antifungica (HUERTA-REYES et al., 2015), neutralizagdo
dos efeitos toxicos da ciclosporina na préstata ventral (FREITAS, et al., 2015), potente
propriedade antioxidante (LEITE et al., 2012), aumento do rendimento da espermatogénese
(GOMES et al., 2011) e fortalecimento dos tenddes (MONTEIRO et al., 2011). Tem também
beneficios relacionados com a redugdo do estresse oxidativo, devido a capacidade
antioxidante com a melhora dos déficits de aprendizagem e memoria em ratos (HUERTA-
REYES et al., 2015). O aumento da capacidade de resisténcia dos musculos esqueléticos
em ratos treinados (PIROVANI et al., 2016), possivel regeneragdo do sistema nervoso
central gracas a flavonoides presentes em sua raiz (BEZERRA et al., 2016) e redu¢éo do
estresse oxidativo no testiculo de ratos Wistar expostos ao cadmio (LEITE et al., 2015) sao
também resultados da agdo da planta. Estudos recentes demonstram que ela pode ser
utilizada como ténico sem causar toxidade e fornece evidéncias cientificas de seu potencial
adaptogénico mostrando que além de melhorar a performance cognitiva, podem combater
sintomas relacionados ao envelhecimento (FRAGA et al., 2017; PANOSSIAN et al., 2021;
MUSILLO et al., 2021).

Muitos estudos realizados com a H. fomentosa em ratos indicam resultados
satisfatorios com relagéo a seus beneficios terapéuticos. Possui efeito afrodisiaco, ténico e
estimulante, vaso dilatador; age contra debilidades do sistema nervoso, diabetes e efeitos
toxicos da ciclosporina na préstata ventral; acdo antitlcera, antimicrobiana, antifungica,
antioxidante e adaptogénica; gera aumento do rendimento da espermatogénese,
fortalecimento dos tenddes e resisténcia dos musculos esqueléticos em ratos treinados
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(GOMES et al., 2011; MONTEIRO et al., 2011; LEITE et al., 2012; FREITAS, et al., 2014;
HUERTA-REYES et al., 2015; BEZERRA et al., 2016; PIROVANI et al., 2016; FRAGA et al.,
2017; PANOSSIAN et al., 2021; MUSILLO et al., 2021).

Em vista dos variados efeitos terapéuticos desta planta, despertou-se o interesse
em avaliar o efeito da infusédo H. tomentosa no baco, rim e figado de ratos idosos.

21 MATERIAIS E METODOS

Preparo da Infusao

As raizes de H. tomentosa foram coletadas em Nova Xavantina (MT) e identificadas
por comparacao com a exsicata depositada no Herbario da Universidade Federal do Mato
Grosso sob o registro n° 23928.

As raizes secas foram moidas e armazenadas em porgbes de 25 g. A infusédo
foi preparada na concentracdo 250 g/l com rendimento em peso seco de 68,66 mg/
ml (MONTEIRO et al., 2008). A infusdo era deixada em repouso por 4 horas, filtrada e
armazenada refrigerada por até quatro dias CHIEREGATTO, 2005; MONTEIRO et al.,
2008).

Animais

Foram utilizados 12 ratos Wistar de 15 meses (CEMIB- Campinas-SP). Este estudo
foi aprovado pela Comissao de Etica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (protocolo 2177-1).

Tratamentos

Cada grupo experimental foi formado por 6 animais e receberam os seguintes
tratamentos: Grupo C — Controle e Grupo Ht — infuséo de H. tomentosa.

A infusdo da raiz de H. tomentosa foi administrada por gavagem em doses de
104 mg/kg/dia (CHIEREGATTO, 2005; MONTEIRO et al., 2008). Os animais do grupo
controle receberam 0,5 ml/dia de agua filirada por gavagem. Os animais foram pesados
semanalmente para ajuste da dose. Os animais foram eutanasiados apés 70 dias de
tratamento.

Coleta de amostras e preparo do material histolégico

Vinte e quatro horas apds o ultimo tratamento, os animais foram pesados
e anestesiados com a mistura de Xilazina e Ketamina (10 e 80 mg/Kg de peso,
respectivamente). O figado, rim e baco foram coletados e fixados por imersdo em Bouin
por 6 horas para as analises morfologicas e estereologicas. Os fragmentos dos 6rgaos
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foram incluidos em parafina. Se¢des de 5 micrdmetros foram corados com hematoxilina e
eosina e as ldminas montadas com balsamo do Canada sintético. Foram feitas as analises
morfométricas do baco, rim e figado. Imagens foram capturadas em microscépio de luz
acoplado a camera fotogréfica e avaliadas no software Image J.

Analise estereolégica do baco

No baco, foram mensurados limite interno e externo da zona marginal que
corresponde a uma trama de células entre a polpa vermelha e a polpa branca (células B)
cercando o foliculo, a diferenca dessas duas medidas resultou na area ocupada pela zona
marginal. O tamanho do foliculo esplénico foi mensurado considerando-se a area interna
da zona marginal (que corresponde ao seu tamanho). Também foi contado o numero de

foliculos esplénicos por area em imagens com aumento de 100X (MOITA, 2010).

Andlise estereolégica do rim

No rim, foram obtidas as propor¢cées volumétricas do parénquima renal utilizando-
se um reticulo com 130 intercessdes (pontos), em aumento de 200X e foram contados
1300 pontos por animal. Foram contados pontos sobre o tubulo renal e o corpusculo renal,
diferenciando pontos sobre o espago de Bowman e o glomérulo. Foram medidas as areas
do corpusculo renal e glomérulo, além disso area do espago de Bowman foi calculada pela
subtracédo da area do corpusculo pela do glomérulo (SBERVELHERI et al., 2009). Foram
utilizados 20 corpusculos para cada animal. Posteriormente, foi contabilizado o niumero de
glomérulos por area segundo a metodologia de Lacerda (2000).

Analise estereolégica do figado

No figado, foi obtida a propor¢cédo volumétrica dos componentes hepaticos
(citoplasma e nucleo dos hepatocitos, células de Kupffer e capilares sinusoide) em imagens
com aumento de 200X. Foram contados 1300 pontos por animal utilizando reticulo com 130
intercessdes (pontos). O didmetro dos nucleos dos hepatécitos também foi mensurado,
sendo 150 medi¢des por animal.

Analise estatistica

A anélise estatistica foi feita no programa GraphPad Prism 6. A normalidade foi
testada através do teste Kolmogorov-Smirnov, seguido pelo pés teste Dallal-Wilkinson-
Lillie. Em caso de homogeneidade de variancias e valores normais de Skewness e Kurtosis
entre - 1 e 1, foi utilizado o teste t ndo pareado bi-caudal. Em contrapartida, quando nao
paramétricos, optou-se pelo teste U de Mann Whitney.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo os resultados biométricos analisados. Nao houve diferenca
estatistica significativa entre os pesos corporais e dos 6rgdos estudados quando
comparado ao controle. Segundo Predes, a auséncia de alteragdo destes parametros e
no comportamento e aparéncia fisica séo indicativos de auséncia de toxicidade da planta
(PREDES et al, 2014). Resultados similares foram encontrados por Cordeiro (2018), que
utilizou as mesmas condi¢des experimentais deste estudo, entretanto comparou os efeitos
do envelhecimento com ratos adultos jovens e os ratos idosos de 18 meses.

Orgaos Grupo C Grupo Ht
Peso corporal 560 + 18 569 + 25
Figado 17,98 + 0,74 18,56 +1,28
Baco 1,38 £0,08 1,37 £0,15
Rim 2,13 £ 0,09 2,22 +0,17

Tabela 1 — Biometria de ratos idosos de 15 meses em gramas (Média + EPM).

Grupo C: grupo controle. Grupo Ht: grupo H. tomentosa.

A analise morfométrica do bago (Tabela 2), ndo apresentou diferenca significativa
entre o grupo controle e Ht. Cordeiro (2018) que avaliou os mesmos parametros em
animais de 18 meses também néo encontrou variagdo. Entretanto, observou aumento do
centro germinativo quando comparou ratos idosos com adultos jovens, sugerindo resposta
imunolégica aumentada. Na Figura 1A e B, é possivel observar o foliculo esplénico (corado
em roxo), dividido por uma trama de células B, mais claras, separando o centro germinativo
da zona marginal.

Parametros Grupo C Grupo Ht
Area do foliculo linfoide x 103 (um2) 130,4 + 16,6 143,8 +10,7
Area do centro germinativo x 103 (im2) 54,2+10,2 54,2 £ 4,64
Area da zona marginal x 10° (Um2) 76,1 £7,11 89,5 + 8,27
N° de foliculos/area (mm2) 1,45 +0,12 1,39 + 0,08

Tabela 2 - Morfometria do bago de ratos idosos de 15 meses (Média + EPM).

Grupo C: grupo controle. Grupo Ht: grupo H. tomentosa.

No rim ndo foi observado alteracdo significativa (Tabela 3). Estes resultados
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corroboram com Cordeiro (2018) que avaliou tais parametros em animais idosos de 18
meses. Entretanto, foi relatado aumento da area do glomérulo associado com diminui¢ao
do numero de glomérulos renais funcionais visto durante o envelhecimento. Na Figura 1E
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e F, temos a morfologia do tecido renal. E possivel visualizar os glomérulos, separados do

parénquima renal por uma trama de células achatadas que formam a Capsula de Bowman.

Além disso é possivel observar os tubulos renais compostos por uma camada de células

clbicas delimitando o lumen do tabulo.

Parametros Grupo C Grupo Ht
Area do glomérulo x 10® (Um) 22,6+1,0 248+1,8
Area do corpusculo x 10% (Um) 18,0+ 0,7 19,7+1,3
Area espaco de Bowman x 103 (Lim) 4,603 5,1+0,7

N° de glomérulos/ area (mm?) 2,5+0,13 2,4 +0,10
Proporcao volumétrica de corpusculo (%) 15,21 + 0,66 16,10 + 1,40
Proporgéo volumétrica de tubulos (%) 84,79 + 0,67 83,90 +1,40

Tabela 3 - Morfometria do rim de ratos idosos de 15 meses (Média + EPM).

Grupo C: grupo controle. Grupo Ht: grupo H. tomentosa.
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Figura 1: Segdes de cortes histolégicos dos tecidos do bago, figado e rim. A e B: Foliculos esplénicos
com centros germinativos (CG) e zonas marginais (ZM). C e D: Figado. Seta inclinada: capilar
sinusoide. Seta fina: Células de Kupffer. Seta vazada: Nucleo de hepatdcito. E e F: Parénquima renal
com glomérulos (G) e tubulos renais (TR).

Nas Figuras 1C e D, o parénquima hepético podemos observar os corddes de
hepatécitos e capilares sinusoides. Estes capilares sédo revestidos de células endoteliais
e contém células de Kupffer na sua superficie intraluminal e sdo visiveis através de seus
nucleos diminutos, corados em roxo.

No figado, foi observado aumento significativo na proporcéo volumétrica dos nucleos
de hepatécitos acompanhado pela diminui¢cdo da propor¢éo volumétrica do citoplasma nos
animais tratados (Tabela 4)

No estudo de Cordeiro (2018) vemos que ocorre diferenga nos pardmetros hepaticos
entre ratos jovens (56 dias) e idosos (18 meses) pertencentes aos grupos controle. Os
ratos jovens apresentaram propor¢édo volumétrica do nicleo dos hepatécitos, das células
de Kupffer e dos capilar sinusoides, maiores que dos ratos idosos, enquanto apenas a
propor¢éo volumétrica do citoplasma dos hepatdcitos foi maior que a dos ratos jovens.
Comparando nossos dados com os de Cordeiro (2018) é possivel observar que a proporgéo
do nudcleo dos hepatocitos e demais componentes do parénquima hepéatico, do grupo
controle (15 meses), € comparavel aos ratos controles 18 meses e consequentemente
menor que o do grupo controle de ratos jovens. Ja propor¢céo volumétrica do citoplasma,
do nosso grupo controle, assim como nos ratos velhos de Cordeiro (2018), € maior do que
a dos ratos jovens da mesma autora. Entdo nossos dados corroboram com os de Cordeiro
(2018). Ja nos ratos idosos 15 meses tratados com o extrato da planta observou-se uma
propor¢do menor do citoplasma e maior do nucleo dos hepatécitos, em comparagéo aos
animais idosos nao tratados e estes dados corroboram o de Cordeiro (2018) de 18 meses.
Estes resultados, diferente do esperado para ratos velhos sugerem um efeito benéfico do
extrato.

Estes dados séo similares aos encontrados por Predes (2018) quando ratos Wistar
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foram tratados com o extrato de Arctium lappa, associados ao cadmio ou ndo. Nos animais
tratados com A. lappa a propor¢cédo nuclear aumentou significativamente, enquanto que
a proporgao do citoplasma diminuiu. Predes et al (2014) sugerem que estas alteracbes
possivelmente representam recuperagdo do tecido hepético. Acreditamos que a H.
fomentosa também apresenta propriedades semelhantes. Para mais, estudos (NUCCI,
2016) sugerem que o aumento do numero de nulcleos de hepatécitos corresponde ao
aumento da divisdo celular, ou mitose, além de sugerir uma regeneracéo de tecido (2014).
Estas informagdes também corroboram com 0s nossos resultados.

Parametros Grupo C Grupo Ht
Hepatocito 95,63 93,94
Citoplasma hepatocito (%) 89,98 + 0,68 85,65 + 0,24*
Nucleo de hepatécito (%) 5,65 £ 0,47 8,29 + 0,32
Célula de Kupffer (%) 2,90 £0,27 3,90 £ 0,27
Capilar sinusoide (%) 1,46 + 0,51 2,15 +0,35
Diametro do nucleo de hepatocito (ym) 6,42 + 0,31 6,67 +0,17

Tabela 4 - Morfometria do figado de ratos idosos de 15 meses (Média + EPM).

Grupo C: grupo controle. Grupo Ht: grupo H. tomentosa. * Variagao estatisticamente significativa
(p<0,05)

41 CONCLUSAO

Conclui-se que a infusdo da H. tomentosa nao foi eficaz em evitar o processo de
envelhecimento e seus danos com relacdo ao bago e rim, porém também ndo causou
nenhum dano morfolégico e estereoldgico aparente nos mesmos 6rgdos. Entretanto,
demonstrou resultados com relagdo ao figado, reduzindo danos causados por conta do
envelhecimento no érgéo, podendo assim indicar efeito benéfico a salde. Vale lembrar
que o uso da H. tomentosa néao substitui outras praticas benéficas a saude humana, como
exercicios fisicos, boa alimentagéo, dentre outros. Neste contexto, também sdo necessarios

mais estudos clinicos, para avaliar o efeito da planta no organismo humano propriamente.
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