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RESUMO

Introducédo: Lafoensia pacari é uma especie arborea endémica do Cerrado brasileiro, utilizada
como planta medicinal na medicina tradicional. Sabe-se que além de efeitos benéficos, os
compostos presentes em plantas medicinais podem apresentar toxicidade geral, podendo ter um
impacto significativo na salde devido ao desconhecimento sobre os efeitos que os metabdlitos
secundarios podem gerar, principalmente durante o desenvolvimento embrionario. Objetivo:
Avaliar os efeitos de toxicidade do extrato etandlico da folha de L. pacari em embrides de
Zebrafish. Metodologia: A analise foi feita com base no protocolo OECD 236 — Toxicidade
Aguda em Embrides de Peixe (FET) com adaptacgdes. Os ovos fertilizados de Zebrafish foram
expostos a diferentes concentragdes do extrato bruto etandlico das folhas de Lafoensia pacari
(500; 400; 300; 200; 100; 50; 25 pg/mL), além dos grupos controle E3 e DMSO. As analises
seguiram 24, 48, 72, 96 e 120 hpf. Foram analisadas as taxas de eclosdo, coagulacéo,
mortalidade, sobrevivéncia e alteracbes morfoldgicas. A organizacédo, tabulacdo, construcéo
dos gréficos e analise dos dados foram feitas no programa Microsoft Excel. Resultados: Os
dados mostram que as taxas de coagulacdo e mortalidade aumentam de acordo com a
concentracdo do extrato de L. pacari, ja a eclosdo esta inversamente relacionada, ambos
relacionados aos grupos controle apos 120 hpf. Nas taxas de eclosdo, houve um incremento de
3,3% e uma redugdo de 25%, 35%, 70%, 81,7% e 88,4% nas concentragdes de 25 pg/mL, 50
ug/mL, 100 ug/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 pg/mL e 500 pg/mL, nessa ordem. Nas taxas
de coagulacdo, observou-se uma reducéo de 1,6% e incrementos de 16,6%, 18,3%, 50%, 66,6%,
76,6% e 83,3% nas concentracdes de 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL,
400 pg/mL e 500 pg/mL, seguindo essa sequéncia. As taxas de mortalidade demonstraram
incrementos de 16,6%, 23,3%, 60%, 83,3%, 78,3% e 86,6% nas concentragdes de 50 pug/mL,
100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente. Foram notadas
alteracGes morfologicas do tipo edema de saco vitelinico e pericardico, o primeiro teve taxas
6,7%, 3,3%, 8,3%, 23,3%, 10% e 3,3 nas concentra¢des de 500 pg/mL, 400 ug/mL, 300ug/mL,
200 pg/mL, 100 pg/mL e 50 pg/mL, nesta ordem. O segundo apresentou taxas 6,7% nas
concentragdes de 200 pg/mL e 50 ug/mL, e 10% na concentragdo de 100 pg/mL. A ClLsp
estimada foi de 156 pg/mL. Conclusdo: As analises indicam toxicidade do extrato bruto
etanolico das folhas de L. pacari em embrides de Zebrafish, além de sugerir um efeito indutor

de edema de saco vitelinico.

Palavras-chaves: Lafoensia pacari; Zebrafish; Embriotoxicidade.



ABSTRACT

Introduction: Lafoensia pacari is a tree species endemic to the Brazilian Cerrado, used as a
medicinal plant in traditional medicine. It is known that, in addition to beneficial effects,
compounds present in medicinal plants can exhibit general toxicity, potentially having a
significant impact on health due to a lack of knowledge about the effects that secondary
metabolites may cause, especially during embryonic development. Objective: To evaluate the
toxic effects of the ethanolic extract of L. pacari leaves on Zebrafish embryos. Methodology:
The analysis was based on the OECD 236 protocol — Acute Fish Embryo Toxicity (FET) with
adaptations. Fertilized Zebrafish eggs were exposed to different concentrations of the crude
ethanolic extract of Lafoensia pacari leaves (500, 400, 300, 200, 100, 50, and 25 pg/mL), in
addition to the control groups E3 and DMSO. The analyses were conducted at 24, 48, 72, 96,
and 120 hpf. Hatching, coagulation, mortality, survival rates, and morphological alterations
were assessed. Data organization, tabulation, graph construction, and analysis were performed
using Microsoft Excel. Results: The data show that coagulation and mortality rates increase
according to the concentration of L. pacari extract, while hatching rates are inversely related,
both compared to the control groups after 120 hpf. In hatching rates, there was an increase of
3.3% and a reduction of 25%, 35%, 70%, 81.7%, and 88.4% at concentrations of 25 pg/mL, 50
ug/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 ug/mL, 400 pg/mL, and 500 pg/mL, in that order. In
coagulation rates, a reduction of 1.6% and increases of 16.6%, 18.3%, 50%, 66.6%, 76.6%, and
83.3% were observed at concentrations of 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300
ug/mL, 400 pg/mL, and 500 pg/mL, following this sequence. Mortality rates showed increases
of 16.6%, 23.3%, 60%, 83.3%, 78.3%, and 86.6% at concentrations of 50 ug/mL, 100 pg/mL,
200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 pg/mL, and 500 pg/mL, in the same order. Morphological
alterations such as yolk sac and pericardial edema were observed. The first type had rates of
6.7%, 3.3%, 8.3%, 23.3%, 10%, and 3.3% at concentrations of 500 pg/mL, 400 pg/mL, 300
ng/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, and 50 pg/mL, in that order. The second type showed rates of
6.7% at 200 pg/mL and 50 pg/mL, and 10% at 100 pg/mL. The estimated LC50 was 156 pg/mL.
Conclusion: The analyses indicate the toxicity of the crude ethanolic extract of L. pacari leaves

in Zebrafish embryos and suggest an edema-inducing effect on the yolk sac.

Keywords: Lafoensia pacari; Zebrafish; Embryotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais fazem parte do processo evolutivo da espécie humana enquanto
recurso terapéutico no tratamento de diversas enfermidades (Maciel et al., 2002; Veiga Junior
et al., 2005), podendo ser conceituadas como qualquer planta que, quando utilizada pelo
homem, apresente alguma agdo farmacoldgica (Foglio et al., 2006). O uso de plantas medicinais
é uma forma de manutencdo da salde (Pinto; Amorozo; Furlan, 2006), mas também um
processo cultural de obtencdo de saberes sobre identificacdo e formas de uso das espécies
vegetais para fins medicinais (Colet et al., 2015). Estima-se que 80% da populacdo de
paises em desenvolvimento dependem quase que em sua totalidade da medicina tradicional,
na qual as plantas medicinais sdo o principal componente no tratamento de enfermidades
(Barbosa, 2008).

A Lafoensia pacari é uma espécie arborea comumente encontrada no Cerrado brasileiro,
é conhecida popularmente como mangaba-brava, dedaleiro, pacari e outros (Carvalho, 2003).
Se trata de uma importante planta medicina, sendo utilizada por muitas comunidades, de modo
que a infusdo ou a coccdo de suas folhas sdo comumente utilizadas no tratamento de varias
enfermidades (Firmo et al., 2013) por apresentar capacidade anti-histaminica (Rogerio et al.,
2010), antiinflamatdria (Guimardes et al., 2010), alivio da dor (Nascimento et al., 2011),
antioxidante (Galano et al., 2014) e microbicida (Silva Junior et al., 2010 ), mas que ainda
carece de estudos sobre possiveis efeitos toxicos.

Desta forma, se faz importante os estudos de toxicidade in vivo para determinar 0s
efeitos de toxicidade que os extratos da planta podem apresentar, visando seguranca e reducéo
de riscos do ambito da satde humana (Ismail et al., 2017; Nguyen et al., 2021). Neste contexto,
0 Zebrafish ou Paulistinha vem se destacando enquanto organismo modelo em estudos de
biologia do desenvolvimento e farmacologia (Falcéo et al., 2018; Shen et al., 2020). Se trata de
uma espécie com homologia de 70% com a espécie humana (Gunnarsson et al., 2008), além de
possuir vantagens como facil manejo e prole numerosa, cerca de 200 a 300 ovos e
desenvolvimento rapido (Silveira et al., 2012).

Por isso, este trabalho atende a uma lacuna na literatura no que tange o estudo da
avaliacdo dos efeitos de toxicidade de extratos da folha de L. pacari no desenvolvimento
embrionario do Zebrafish, contribuindo para consolidacao de pesquisas na area de estudo. Além
de contribuir para o conhecimento sobre os riscos associados ao uso de L. pacari enquanto
planta medicinal e enriquecimento do conhecimento cientifico sobre espécies do Cerrado

brasileiro.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib17
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib23
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas medicinais

Planta medicinal pode ser definida como qualquer planta utilizada pelo homem, que de
alguma forma apresente uma acdo farmacoldgica (Foglio et al., 2006). O uso de plantas
medicinais como recurso terapéutico para o tratamento e cura de enfermidades acompanha a
evolucdo da espécie humana e, ainda, € amplamente utilizada por diversas comunidades e grupos
étnicos-sociais (Maciel et al., 2002; Veiga Junior et al., 2005). De acordo com a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), 80% da populacédo dos paises em desenvolvimento depende quase
que integralmente da medicina tradicional, sendo as plantas o principal componente desse
tratamento (Barbosa, 2008).

No Brasil, principalmente em regiGes mais vulneraveis, o uso de plantas medicinais €
recorrente e até mesmo em grandes cidades elas sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e cultivadas em residéncias. O conhecimento sobre o uso terapéutico dessas plantas
se da por meio da observacdo popular e 0 acumulo dessas informac@es durante séculos, 0 que
pode resultar na validacéo de sua eficacia no ambito da medicina tradicional (Maciel et al.,
2002).

Segundo Pinto et al. (2006), a pratica do uso medicinal das plantas é uma alternativa
viavel para a manutencédo da satde. A populacdo acumula informages sobre o uso das plantas
para fins medicinais obtendo saberes sobre identificacdo e formas de uso, agregando entdo
conhecimento ao uso popular (Colet et al., 2015). Dessa forma, o conhecimento se desenvolve a
partir de grupamentos culturais, permitindo o convivio com a natureza e o aproveitamento de
suas potencialidades de modo sistematico e constante (Valeriano et al., 2018). Em decorréncia
do reconhecimento e valorizacdo desses saberes, em 2006 as plantas medicinais passaram a
fazer parte das opcOes terapéuticas complementares instituida pela Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no &mbito do Sistema Unico de Satde (SUS) (Brasil,
2006).

Em consonancia, a literatura aponta que, nas Ultimas décadas, os produtos naturais vém
se tornando uma rica fonte para a descoberta de novos medicamentos, a partir de extratos e
compostos derivados do metabolismo secundario das plantas (Falcdo et al., 2018). Além disso,
estima-se que cerca de 25% dos medicamentos contém compostos isolados de plantas. Dessa
forma, essas espécies vegetais se apresentam como fontes na descoberta de novas substancias

para o tratamento de doencas diversas (Ferreira et al., 2010).
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Entretanto, ha um crescimento do uso indiscriminado desses extratos vegetais, uma vez
que sdo considerados seguros pela populacéo em geral. Em contrapartida, estudos de toxicidade
vem relatando vérios efeitos colaterais e/ou letais relacionados ao uso desses extratos devido a
toxicidade geral, atividade pré-inflamatdria e reacGes alérgicas em resposta aos metabolitos
secundarios em doses inseguras e suas possiveis interacdes ou sinergia (Veeren et al., 2020).
Em consonancia, Tavares Gongalves (2013) aponta que as atividades antioxidantes encontradas
em sistemas complexos, como materiais de origem vegetal, organismos, tecidos especificos ou
sistemas bioldgicos, podem ter sua origem em diferentes tipos de componentes, bem como em
efeitos sinérgicos ou interacdes entre esses componentes.

Ja em relacdo ao uso de plantas medicinais por mulheres gravidas, Rodrigues et al.
(2011), em seu estudo sobre o potencial teratogénico e abortivo de plantas medicinais,
identificou que para a grande maioria das plantas consideradas medicinais ndo existem dados
seguros sobre seu uso durante a gravidez. Além disso, verificou-se que plantas com potencial
abortivo podem causar malformac@es de membros, 6rgdos e diferentes problemas de salde para
o feto (Rodrigues et al., 2011). Desta forma, se faz necessario estudos de toxicidade in vivo
para avaliacdo dos potenciais efeitos de toxicidade que compostos presentes em plantas usadas
na medicina popular podem apresentar, visando a seguranca, eficacia e a reducao de riscos para

salde humana (Ismail et al., 2017; Nguyen et al., 2021).
2.2 Pacari (Lafoensia pacari)

Lafoensia pacari, popularmente chamada de Pacari, € uma angiosperma da familia
Lythraceae, encontrada no Distrito Federal e nos seguintes estados brasileiros: Amapa, Bahia,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Maranhdo, Mato Grosso, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul,
Pard, Santa Catarina, Parang, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Tocantins (Carvalho, 2003).
A Figura 1 mostra os locais de ocorréncia da L. pacari no Brasil de acordo com o levantamento

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa).
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Figura 1 - Ocorréncia de Lafoensia pacari no territorio brasileiro.
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Fonte: (Carvalho, 2003).

Como visto, a espécie apresenta ampla distribuicdo no Cerrado brasileiro, sendo
registrada em mais de 50% desse bioma (Ribeiro; Dias, 2007). Trata-se de uma arvore perene a
semidecidua, com altura variando entre 1 a 10 metros, com o tronco podendo alcancar até 26
cm de didmetro, de casca escamosa, acinzentada, com fissuras e cristas sinuosas e descontinuas
(Lorenzi, 1998; Carvalho, 2003; Camillo et al., 2016).

As folhas tém caracteristicas compostas, dispostas de forma oposta, cruzada, com
formas elipticas, oblongas ou obovadas, com margens inteiras e onduladas. Os &pices foliares
podem ser obtusos, retusos ou acentuadamente agudos, enquanto as bases séo obtusas. A lamina
foliar varia entre 5 e 15 cm de comprimento e 2 a 9 cm de largura, com coloragdo verde-
amarelo-claro e brilhante, com nervuras salientes embaixo e nervuras secundarias marginais
(Meira, 2000; Santos, 2006). A Figura 2 mostra a morfologia das folhas e flores de L. pacari.

As flores sdo grandes, com receptaculo desenvolvido de até 8 cm de diametro, e
possuem até 16 pétalas livres, que geralmente sdo brancas ou amareladas (Meira, 2000; Santos,
2006). O fruto é seco, indeiscente, do tipo capsula semilenhosa e semiglobosa, com 4 a 8 cm de
comprimento e 2,3 a 5,3 cm de didmetro, apresentando um apice arredondado que termina em

formato conico (Santos, 2006).
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Figura 2 - Morfologia das folhas e flores de L. pacari.

Fonte: (Benedito, 2005).

A L. pacari é utilizada na medicina tradicional por diversas comunidades brasileiras e
no tratamento de vérias patologias (Rogério, 2002). Ainda, se destaca na farmacopéia popular
do Cerrado (Dias; Laureano, 2009).

Sabe-se que as folhas da planta vém sendo utilizadas na medicina popular para os
seguintes fins etnofarmacoldgicos: Antidiarreico (Sampaio et al., 2011), cicatrizacdo (Rogério,
2002), diaforética (Mendonca et al., 2006), gastrite e Ulceras (Nascimento et al., 2011) e
inflamacdes (Rogério, 2002). O modo de preparo empregado € a infusdo ou a decocgdo (Firmo
et al., 2013). Além disso, ao estudar o extrato das folhas de L. pacari foi verificada atividade
antifangica (Souza et al., 2002). Os extratos da planta possuem propriedades antinociceptivas,
anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas e gastroprotetoras (Pereira et al., 2018).

De acordo com a literatura, os compostos com acdo farmacoldgica da planta estdo
relacionados com os produtos do seu metabolismo secundario (Santos; Salatino; Salatino,
2000). Os produtos do metabolismo secundario das plantas estéo relacionados com a resposta
fisiolégica ao ambiente e outros fatores externos, ou seja, 0s metabolitos secundarios garantem
adaptacao e defesa para as plantas (Taiz et al., 2017). Nas folhas de L. pacari ja foi relatado a
presenca de flavonoides e taninos (Santos; Salatino; Salatino, 2000; Sampaio et al., 2011;
Carneiro et al., 2016; Pereira et al., 2018). Essa classe de polifendis é bastante relevante para a
atividade bioldgica das plantas e tem importantes propositos no desenvolvimento de farmacos
(Monteiro et al., 2005).

Ainda de acordo com Galdino (2015), ao analisar o perfil fitoquimico do extrato
etanolico e fragcdes das cascas do caule de L. Pacari, foi detectado a presenca de saponinas,

taninos, esteroides, triterpenos e tracos de flavonoides, sendo apenas esteroides e triterpenos na
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fracdo cloroférmica, saponinas, esteroides, triterpenos e tracos de flavonoides na fracdo acetato
de etila e nas fragcBes n-butanol e aquosa apenas saponinas e taninos. O &cido elagico é o
constituinte frequentemente mais isolado em ensaios biomonitorados com a L. pacari. Os
efeitos anti-inflamatdrio, antioxidante e gastroprotetor dos extratos da planta estdo relacionados

a este composto (Galdino, 2015).
2.3 Modelo animal - Zebrafish

O Danio rerio (Hamilton, 1822), conhecido como popularmente como Zebrafish ou
Paulistinha no Brasil, € um peixe natural de agua doce, possui pequeno porte com cercade 3a 4
cm, e alta taxa de reproducdo, além de apresentar semelhanca biologica em relacdo aos
mamiferos (Silveira et al., 2012). E nativo do sul da Asia e, normalmente, é encontrado em
partes rasas e calmas ou paradas do flume. A temperatura ambiente ideal varia entre 25 a 30°C,
sendo que a reproducdo € melhor observada aos 28°C. Sua dieta se baseia em zooplancton,
pequenos crustaceos, insetos, algas e uma diversidade de matéria organica. Dietas que
estimulam a caca sdo consideradas ideais, como artémias, paramécio e rotiferos, pois possuem
alto teor de proteinas (Dammski et al., 2011).

O Zebrafish possui trés estagios de desenvolvimento: larval, juvenil e adulto. Podem
alcancar até 5 cm de comprimento, vivendo entre 2 e 3 anos. Possui corpo esguio e alongado,
cabeca curta, narina avantajada e boca inclinada e voltada para cima, sendo a mandibula presa,
0 que possibilita uma maior abertura da boca e ajuda na solugéo de alimento. Possui uma Unica
nadadeira dorsal e um par de nadadeiras pélvicas inseridas posteriormente, o que garante rapida
aceleracdo durante a natagdo. Sua principal caracteristica € o padrdo de listras ao longo do corpo
e das nadadeiras anal e caudal, em adultos apresentam cinco listras pretoazuladas alternadas com
listras amarelo-prateadas. O dimorfismo sexual caracteriza os machos mais delgados e escuros
enquanto as fémeas sdo maiores e robustas (Dammski et al., 2011). A morfologia do Zebrafish

pode ser vista na Figura 3.
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Figura 3 - Morfologia do Zebrafish evidenciando o dimorfismo sexual.

Fonte: (Cursos.unipampa, 2023).

O Zebrafish ¢ um peixe que possui comportamento social, mas tem preferéncia em
formar pequenos cardumes. As fémeas apresentam comportamento de disputa por meios fisicos
como brigas e mordeduras, e quimicos com a liberacdo de hormdnios que inibem a liberagao
de feromonios de outras fémeas durante a ovulacdo. A ovulagdo das fémeas também pode ser
induzida por hormdnios liberados na adgua pelos machos, de forma que ocorre um aumento
significativo na desova, quantidade e viabilidade dos ovos quando comparados com fémeas
isoladas (Harper; Lawrence, 2016; Lawrence, 2007). O ciclo circadiano do Zebrafish ¢ bem
estabelecido, o mais indicado ¢ que tenha em cativeiro um ciclo de 14 horas de luz e 10 de
escuriddo para manter suas atividades comportamentais e biologicas funcionais (Harper;
Lawrence, 2016; Lawrence, 2007).

O Zebrafish ¢ considerado um dos mais importantes organismos-modelos de
vertebrados nas areas de estudos em genética, biologia do desenvolvimento, neurofisiologia,
biomedicina e farmacologia (Falcdo et al., 2018; Shen; Zuo, 2020). Isso se d4 por varias
caracteristicas importantes do animal, como uma homologia gendmica de aproximadamente
70% com os humanos e 84% dos seus genes estdo associados a doencas humanas (Gunnarsson
et al., 2008). Além de prole numerosa - cerca de 200 a 300 ovos em até 3 dias - embrides sdo
transparentes ¢ apresentam um ciclo de desenvolvimento rapido (Silveira et al., 2012). A
fertilizagdo € externa o que possibilita facil monitoramento com uso de estereomicroscopio, o
desenvolvimento embrionario se inicia com a fertilizacao e finaliza com a eclosdo em cerca de
48 a 96 horas pos-fertilizagao (hpf) (Kimmel ef al., 1995). A Figura 4 apresenta os principais

estagios de desenvolvimento do Zebrafish.
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Figura 4 - Principais pontos no desenvolvimento embrionario do Zebrafish.

Zigoto (0,5 hpf) Clivagem (0,75 hpf) Blastula (3 hpf) Gastrula (10 hpf)

%
¥:

Segmentagdo (26 hpf) Faringula (31 hpf) Eclosao (50 hpf) Larva (7 dpf)
Fonte: (Siebel e Bonan, 2015).

Além disso, Falcdo et al. (2018), em seu trabalho, concluiram que os testes de toxicidade
com extratos vegetais realizados em Zebrafish posuem resultados semelhantes aos encontrados
em roedores e outros modelos animais, o que demonstra confiabilidade nos estudos de
toxicidades com o modelo do Zebrafish. Ainda, os dados desses autores apontam que o D. rerio
possui 0rgdos comparaveis aos humanos e fisiologia conservada.

O teste de toxicidade aguda em embrides de peixe (FET — Fish Embryo Acute Toxicity
Test) foi desenvolvido pela Organizagao para a Cooperagdo ¢ Desenvolvimento Econdmico
(OECD) como uma diretriz para avaliar os efeitos da embriotoxicidade de certos compostos nas
primeiras 96 horas dos estagios de desenvolvimento dos embrides (OECD, 2013). Ele se baseia
na avaliagdo morfolégica e funcional do desenvolvimento embriondrio em Zebrafish,
observando caracteristicas como: padrdo de formacao de somitos; auséncia de formacdo de
células embrionarias; padrdao de desprendimento da cauda; formagdo de edemas seja ele
vitelinico ou cardiaco; pigmentagdo; e, retardo no desenvolvimento e taxa de sobrevivéncia
(Nguyen et al., 2020).

Desta forma, a pesquisa preenchera uma lacuna na literatura ao avaliar os efeitos de
toxicidade do extrato etandlico da folha de L. pacari no desenvolvimento embrionario do D.
rerio. Esse estudo contribuird para a consolidacdo das pesquisas na area, ampliando o
conhecimento sobre os riscos associados ao uso dessa planta medicinal. Além disso, fornecera
subsidios para o consumo seguro ¢ eficiente da planta, reduzindo potenciais riscos a saude das
comunidades que utilizam a medicina tradicional. Por fim, a pesquisa também fortalecerd o

conhecimento cientifico e a valorizagdo das espécies do Cerrado brasileiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de toxicidade do extrato etandlico da folha do Pacari em embrides de
Zebrafish.

3.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a taxa de sobrevivéncia de embrides de Zebrafish expostos a diferentes
concentragdes do extrato etanélico da folha do Pacari;

e Avaliar alteragdes morfolégicas no desenvolvimento de embrides de Zebrafish
expostos a diferentes concentracdes do extrato etandlico da folha do Pacari;

e Estabelecer a CLsp do extrato etandlico do Pacari em Zebrafish.

4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-

UFOB), sob o numero de registro 0002-2023 (Anexo I).

4.1 Coleta do material vegetal e obtencao do extrato bruto

As folhas de L. pacari em estagio vegetativo foram coletadas em area preservada de
Cerrado, numa manha de verdo no municipio de Barreiras-BA. Apos a coleta, o material vegetal
foi submetido a desidratagdo em estufa a quarenta graus celsius (40°C) durante vinte e quatro
horas (24h). Ja desidratadas, as folhas foram trituradas com auxilio de triturador, resultando em
um po que logo foi armazenado em local protegido da luminosidade e umidade. A Figura 5A

mostra as folhas de L. pacari apds 48h em desidratacao.

Figura 5 - Preparo do extrato bruto etandlico das folhas de L. pacari.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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O extrato etandlico foi preparado utilizando 100g do p6 seco das folhas, que foi
submetido a maceragdo estatica em solucdo contendo S00mL de etanol 98% (1:5m/v) por sete
dias em temperatura ambiente. O produto obtido através do processo foi filtrado com auxilio
de tecido do tipo Voil, sendo o liquido da maceragdo transferido para tubos Falcon (15 mL) e
centrifugado a 2325 RCF durante 20 minutos. O solvente restante foi removido por
rotaevaporacao a 40°C sob pressdo reduzida. O extrato etandlico foi congelado a -20°C e,
posteriormente, liofilizado, resultando no extrato bruto (Lima Junior ef al., 2021). A Figura 5B

apresenta o processo de rotaevaporagao.

4.2 Criagédo e manutencdo do modelo experimental

Cerca de 30 individuos adultos de Zebrafish (Danio rerio) foram adquiridos em
comércio local na cidade de Barreiras - Bahia. Estes foram transportados ao laboratdrio de
pesquisa em embriotoxicidade da Universidade Federal do Oeste da Bahia — UFOB, e alocados
em 2 aquarios com capacidade de 30L, 2 filtros e 2 termostatos com temperatura média da agua
ficando em torno de 28° C. A temperatura média do laboratério foi de 22 ° C e o fotoperiodo
com 14 horas de luz e 10 horas de escuro. A oxigenacao da dgua foi realizada pelo proprio filtro

externo, como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Aquario de manutengdo dos animais.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A alimentacdo foi realizada com racdo floculada (Alcon Basic 60% proteina e 15%

gordura) 2 vezes ao dia, e uma vez com artémias, na segunda alimentacdo do dia.
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Figura 7 - Aparato para eclosdo de Artémias.

PERFUROCORTANTE.

material auimico ou
aterial blologico, caso.

As artémias foram adquiridas comercialmente na forma de cistos. Sua eclosdo foi
realizada em agua salgada, seguindo as instrucdes do fornecedor. Para isso, utilizou-se 25 g de
sal grosso marinho distribuidos em 1 L de &gua destilada, com aeracao, e luminosidade. Para
garantir essas condigdes, foi necessario montar um aparato ilustrado na Figura 7. Apds 24 a
48h, as artémias foram coletadas, filtradas com &gua doce para retirar a salinidade, armazenadas
em tubo Falcon com &gua destilada a -20°C. Todos os dias um tubo era descongelado para
alimentacéo dos peixes adultos.

O actmulo de matéria organica resultante da excrecdo fisiologica dos animais somado
aos restos alimentares que se depositam no fundo do aquario levam a proliferagdo bacteriana,
altos niveis de compostos nitrogenados e tOxicos aos peixes, para evitar isso, uma rotina de

cuidados foi mantida e verificada semanalmente, como pode ser visualizada na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros para manutenc¢do dos animais.

Parametro Frequéncia
Alimentacdo com racao 2 vezes ao dia de segunda a sabado
Alimentacdo com artémias 1 vez ao dia de segunda a sdbado
Sifonagem 1 vez ao dia de segunda a sabado
Higienizacdo completa dos aquérios Semanalmente
Teste de pH Semanalmente
Verificagdo da temperatura Diariamente
Eclosédo de artémias Quinzenalmente

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
4.3 Desenho experimental

Antes da reproducéo, preparou-se solucfes de extrato bruto etanolico (EB) de L. pacari
nas concentracGes de 500; 400; 300; 200; 100; 50; 25 pg/mL. Utilizando 0,015g de extrato bruto



20

para 30 mL de solvente contendo o meio E3 (sol. NaHCOs, CaCOs, H.0) e DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 0,05%. O DMSO precisou ser utilizado visto que em testes anteriores o
extrato bruto de L. pacari demonstrou ser hidrofébico.

Os animais utilizados para reproducédo foram separados em aquario de reproducdo em 2
grupos compostos por 5 fémeas e 5 machos, na propor¢do 1/1, separados por uma divisoria de
acrilico semi oclusiva, o que permite a circulacdo de agua e feromonios de acasalamento. Apds
12h separados, a divisoria foi retirada permitindo o acasalamento, ap6s 40 minutos 0s ovos

foram coletados. A Figura 8 mostra o aquario de reproducdo com os animais separados.

Figura 8 - Aquario de reprodugdo com animais separados.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Ap0s a coleta dos ovos, eles foram transferidos para uma placa de petri e selecionados
os fecundados com até 2 hpf com auxilio de uma lupa estereoscopica. Estes foram transferidos
para um microplaca de 96 pocos, sendo 1 ovo por poco e 20 pogos para cada concentracéo do
extrato em um volume de 100puL. As microplacas foram transferidas para uma estufa mantida a
28°C e, apbs 24h, foi feita a primeira analise, seguida de 48, 72, 96 até 120 hpf. A Figura 9
ilustra o desenho experimental. Todas as analises foram feitas em triplicata, com reproducéo

em dias diferentes para melhor avaliacdo da reprodutibilidade dos resultados.
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No primeiro bloco, foram analisadas as concentra¢des de 300, 200, 100 e 50 pug/mL,

além do grupo controle contendo solugcdo E3. No segundo bloco, foram avaliadas as

concentragdes de 500, 300 e 25 pg/mL, juntamente com os grupos controle DMSO e E3. Cada

bloco continha 20 pogos para as concentracOes testadas, com trés repeticdes para cada condicao.

Além disso, todas as repeticdes incluiam um grupo E3 para controle da placa. A Figura 10

esquematiza a distribuicdo de concentragdes por pogos.

Figura 10 - Esquema de montagem da placa de 96 pogos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A |400pg/L|400pg/L]|400ug/L|200pg/L| 200pg/L | 100pg/L |100ug/L|100ug/L|50ug/L |50ug/L| E3 E3

B |400ug/L|{400pg/L|400pg/L|200pg/L|200pg/L|100ug/L|100pg/L{100pg/L|50ug/L |50ugil| E3 E3

C  |400pg/L|400pg/L]|400pg/L|200pg/L|200pg/L | 100pg/L |100g/L{100pg/L|50ug/L |50ug/L| E3 E3

Bloco 1 D  |400ug/L|400pg/L|400pg/L|200pg/L|200pg/L|100ug/L|100pg/L{100pg/L|50ug/L |50ugil| E3 E3
E  |400ug/L|400ug/L|200pg/L|200ug/L| 200ug/L|100ug/L|100ug/L| 50ug/L |50ug/L |50pg/L| E3 E3

F  |400ug/L|400pg/L[200pg/L|200pg/L|200pg/L |100pg/L |[100ug/L| 50ug/L |50ug/L|50ug/L| E3 E3

G |400pg/L|400pg/L[200pg/L|200pg/L| 200pg/L | 100pg/L |100pug/L| 50ug/L |50pg/L|50ug/L| E3 E3

H  |400pg/L|400pg/L[200pg/L|200ug/L|200pg/L|100ug/L|100pg/L| 50ug/L |50ug/L |50ugil| E3 E3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |500pg/L|500ug/L|500pg/L|300pg/L|300pg/L| 25pg/L | 25ug/L | 25ug/L [DMSO|DMSO|  E3 E3

B |500ug/L|{500pg/L|500pg/L|300pg/L|300pg/L| 25ug/L | 25ug/L | 25ug/L |DMSO|DMSO|  E3 E3

C  |500pg/L|500ug/L|500ug/L|300pg/L|300pg/L| 25ug/L | 25ug/L | 25ug/L [DMSO|DMSO| E3 E3

Bloco 2 D  |500ug/L|500ug/L|500ug/L|300pg/L|300pg/L| 25ug/L | 25ug/L | 25ug/L |DMSO|DMSO| E3 E3
E  |500ug/L|500ug/L|300pg/L|300ug/L|300ug/L| 25ug/L | 25ug/L | DMSO |DMSO|DMSO|  E3 E3

F  |500ug/L/500pg/L|300ug/L|300ug/L|300pg/L| 25ug/L | 25ug/L | DMSO |DMSO|DMSO| E3 E3

G |500pg/L|500ug/L|300ug/L|300pg/L|300pg/L| 25ug/L | 25ug/L | DMSO |[DMSO|DMSO| E3 E3

H  |500ug/L|500ug/L|[300ug/L|300ug/L|300pg/L| 25ug/L | 25ug/L | DMSO |DMSO|DMSO| E3 E3

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Esquema demonstra como as analises foram estruturadas na placa de 96
pogos, cada concentragdo foi testada em tréplica. E3: Solugdo nutritiva.

4.4 Avaliacdo da teratogenicidade em embrides de Zebrafish

Os testes de teratogenicidade em Zebrafish seguiram o protocolo estabelecido pela

OCDE 236 (OECD, 2013), com adaptacdes. A analise foi baseada na observacédo de alteracdes

no desenvolvimento embrionario do peixe-zebra, sendo utilizados para analise os seguintes

parametros: coagulacdo, mortalidade, extensdo do saco vitelino e pericardico, eclosdo e

sobrevivéncia.
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Alguns marcos importantes no desenvolvimento do peixe-zebra foram utilizados para
cada hpf, sendo que em 24 hpf foram avaliados a coagulacdo, o descolamento da cauda, o
desenvolvimento de somitos, a movimentagdo do embrido, e o inicio da pigmentagdo. Em 48
hpf, o batimento cardiaco, circulacdo sanguinea e pigmentacdo da cauda. Em 72 hpf, o
batimento cardiaco, o inicio de extensdo do saco vitelinico, presenca de listras de pigmentacdo
dorsal e ventral se encontrando na cauda, vasos sanguineos segmentares detectaveis, 0
desenvolvimento do trato digestivo anterior e presenca de neuromastos, além da presenca de

edema e desenvolvimento normal e morte.

4.5 Analise dos dados

Foi realizada uma andlise descritiva dos dados com frequéncia relativa e absoluta. A
tabulacdo e organizacéo dos dados e montagem dos graficos foram feitas utilizando o programa
Microsoft Excel. Foram analisados os dados de taxas de sobrevivéncia, eclosdo, coagulacédo e
mortalidade até 120 hpf. Para a determinacdo da CLsg foi utilizada a curva de sobrevivéncia e

equacéo da reta.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ecloséo, Coagulagdo e Mortalidade

As eclosdes iniciaram nas concentragdes de 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25
ug/mL e nos dois controles a partir das 72 hpf até 120 hpf. A taxa de eclosao foi maior entres
0S grupos com menor concentracdo do extrato bruto de L. pacari. A taxa de eclosdo nos dois
grupos controle foi de 91,7%, desta forma, houve um incremento de 3,3% em comparagdo com
a concentracao de 25 pg/mL, por outro lado, houve uma redugdo de 25%, 35%, 70% nas
concentragdes de 50 pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL respectivamente. Nas demais
concentragcdes as eclosdes comecaram apenas em 96 hpf indo até 120 hpf, causando uma
reducdo de 81,7%, na concentragdo de 300 pg/mL e 88,4% nas contragdes de 400 ug/mL ¢ 500
ug/mL. A Figura 11 mostra o grafico de linhas com os nimeros absolutos de coagulacdo até
120 hpf.
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Figura 11 - Avaliagdo da eclosdo de embrides de Zebrafish expostos a diferentes concentragdes do extrato
etanolico de folhas de L. pacari.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: O grafico da Figura 11 apresenta as tendéncias de eclosdo
em linhas por concentracéo do extrato bruto de L. pacari utilizadas, além dos grupos controles DMSO e E3
(controle). No eixo Y estdo os nimeros absolutos de individuos de 0 a 60 e no eixo X o intervalo de avaliagdo.

Nota-se que nas quatro concentracdes mais altas as taxas de eclosdo foram baixas, esse
resultado esta relacionado ao efeito agudo do extrato, uma vez que quando analisadas as taxas
de coagulacdo percebe-se que nestas concentracdes a maior parte dos embrides j& ndo estdo
vidveis apds 24 hpf. Além disso, as trés concentra¢Ges mais altas iniciaram a eclosdo 24 horas
apos o inicio dos demais grupos, indicando atraso no desenvolvimento. Outra questdo analisada
foi que na concentragdo de 25 pg/mL a taxa de eclosdao em 120 hpf se relaciona com as taxas
dos grupos controle, acima de 90%, indicando que nesta concentracdo o extrato ndo causa
embriotoxicidade ao Zebrafish.

Ao analisar as taxas de coagulacdo, nota-se que, na maior concentracao utilizada (500
pg/mL) os percentuais variaram entre 80% em 24 hpf e 90% em 120 hpf. Na concentracdo de
400 pg/mL obteve-se 71,7% em 24 hpf e 83,3% em 120 hpf. Em 300 ug/mL variou entre 53,7%
em 24 hpf e 73,3% em 120 hpf. Os dados de coagulacdo nas trés maiores concentracdes
demonstram que a L. pacari apresenta toxicidade. A varia¢do ao longo do tempo demonstra um
efeito agudo e outro subagudo capaz de gerar coagulagéo.

Na concentragdo de 200 pg/mL a coagulagdo em 24 hpf foi de 21,7%, ja em 120 hpf foi
de 56,7%, sendo esta a concentragdo com maior variancia ao longo do tempo, alcangando uma
diferenca de 35,6%. Com 100 pg/mL do extrato bruto a coagulagio foi de 13,3% em 24 hpf e
25% em 120 hpf. Na concentragdo de 50 pg/mL as taxas variaram de 21,7% em 24 hpf e 23,3%

em 120 hpf. Diferentemente das demais concentragdes, a de 25 ug/mL manteve a mesma taxa
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de coagulacdo ao longo do tempo em 6,7%, j& os grupos controles DMSO e E3 registraram
8,3% em 24 hpf também sem apresentar variagao.

Desta forma, nota-se um incremento de 16,6%, 18,3%, 50%, 66,6%, 76,6% e 83,3% na
taxa de coagulagéo das concentragdes de 50 pg/mL, 100 ug/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400
pg/mL e 500 pg/mL respectivamente em relacdo aos grupos controle. Por outro lado, houve
uma redugdo de 1,6% na concentragdo de 25 ug/mL. A Figura 12 apresenta o grafico de linhas

com o0s numeros absolutos de coagulagao até 120 hpf.

Figura 12 - Avaliacdo da coagulagdo de embrides de Zebrafish expostos a diferentes concentragdes do extrato
etandlico de folhas de L. pacari.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A mortalidade foi avaliada levando em consideracdo a coagulacdo dos embrifes e a
mortalidade das larvas pds eclosdao em até 120 hpf, desta forma as taxas de mortalidade
chegaram em 93,3%, 85%, 90%, 66,7%, 30% e 23,3%, nas concentragdes de 500 pg/mL, 400
pug/mL, 300 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL e 50 ug/mL em 120 hpf respectivamente. Ja na
concentracdo de 25 pg/mL e os dois grupos controle, ndo houveram mudangas na taxa de
mortalidade em relacdo a taxa de coagulacéo.

Com isso, as taxas de mortalidade demonstraram incrementos de 16,6%, 23,3%, 60%,
83,3%, 78,3 e 86,6% em relagdo aos grupos controle nas concentragcdes de 50 pg/mL, 100
pug/mL, 200 pg/mL, 300 ug/mL, 400 pg/mL e 500 pg/mL respectivamente. A Figura 13

apresenta o grafico de linhas com os nimeros absolutos de mortalidade até 120 hpf.
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Figura 13 - Avaliacdo da mortalidade de embrides de Zebrafish expostos a diferentes concentragdes do extrato
etanolico de folhas de L. pacari.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota-se que os dois grupos controles DMSO 0,05% e E3 apresentaram taxas de
mortalidade de 8,3% em até 120 hpf respeitando o estabelecido pelo protocolo da OECD que
determina uma mortalidade de até 10% no grupo controle. Na concentragdo de 25 pg/mL houve
uma mortalidade de 6,7%. Além disso, a foi a Unica que ndo houve diferenca entre as taxas de
coagulacdo e mortalidade, demonstrando que possivelmente essa dose do extrato bruto de L.
pacari ndo apresenta toxicidade.

Neste estudo identificou-se um efeito de toxicidade do extrato etandlico das folhas de
L. pacari, sendo que na concentragdo de 500 pg/mL apos 120 hpf foi alcancado 93,3% de
mortalidade. Os estudos de toxicidade sobre L. pacari sdo escassos (Avila et al., 2019), mas
alguns autores como Malheiros et al. (2014), ao estudar a atividade alelopatica de L. pacari
constataram a capacidade do extrato etanolico foliar de inibir o crescimento de plantulas de
monocotileddneas e relacionou esse desfecho com a atividade dos compostos fendlicos
advindos do metabolismo secundério da planta, indicando algum grau de toxicidade.

Ainda neste sentido, Marcondes et al. (2014), ao avaliar os efeitos do extrato metanoélico
bruto das cascas do caule de L. pacari em linhagens celulares tumorais determinou alta
toxicidade medida pelos niveis de lactato desidrogenase e uma queda significativa no indice de
proliferacdo celular apds a exposicdo ao extrato da planta. Além disso, foram identificadas
alteracdes morfoldgicas, e expressao de anexina V, sugerindo inducéo de apoptose, esta Ultima
confirmada pela parada do ciclo celular GO/G1, ou seja, o ciclo celular ndo avanca para fase de
replicagédo do DNA.
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Em contrapartida, Avila et al. (2019), ao realizar testes de toxicidade aguda em
camundongos com o extrato hidroalcéolico da casca do caule de L. pacari ndo identificou
potencial de toxicidade na dose oral unica de 2000 mg/kg. Todavia, ao analisar os efeitos com
dose oral didria de 400 e 1000 mg/kg, notou-se inducdo de alteracbes nos parametros
bioquimicos dos animais, principalmente nos niveis de transaminases, parametros
hematoldgicos e no peso do figado, concluindo que, desta forma, por ndo haver conhecimento
cientifico consolidado sobre o potencial toxicologico da planta é necessaria cautela em seu uso
medicinal, principalmente no uso prolongado e em combinagdo com outros medicamentos.

Cabe ressaltar que no género Lafoensia , os compostos acidos foram identificados em
maior quantidade, e por isso representam o principal fator de atividade bioldgica da espécie
(Firmo et al., 2015). Destacando ainda que, 0 componente mais citado na literatura é o acido
elagico, sendo relacionado com as principais propriedades da planta, inclusive os efeitos no

tratamento de tumores (Nascimento et al., 2011).

5.2 Curva de sobrevivéncia e CLsg

A curva de sobrevivéncia foi elaborada utilizando as concentra¢des de 50 pg/mL, 100
ug/mL, 200 pg/mL e 300 pg/mL do extrato bruto de L. pacari, além dos grupos controles
representados como 0 no eixo X das concentracBes. Em numeros percentuais as taxas de
sobrevivéncia foram de 10%, 33,3%, 70%, 76,7% e 93,3% nas contrac6es de 300 ug/mL, 200
ug/mL, 100 pg/mL, e 50 pg/mL respectivamente, enquanto nos grupos controles DMSO e E3
ficou em 91,7% até 120 hpf.

Desta forma, as concentragdes 300 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL e 50 pg/mL
causaram uma reducdo na taxa de sobrevivéncia de 81,7%, 58,4 %, 21,7% e 15%,
respectivamente, comparado aos controles, ja 25 pg/mL promoveu incrementos de 1,6% em
relagdo aos controles. Os resultados indicam que quanto maior a concentracdo do extrato bruto

menor é a taxa de sobrevivéncia. A figura 14 mostra o gréafico de sobrevivéncia em 120 hpf.


https://www.scielo.br/j/bjb/a/kyRL6qmN89KHRYVWdD8g7zC/?lang=en#B014_ref
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114006722?via%3Dihub#bib17
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Figura 14 - Avaliacdo da curva de sobrevivéncia embrides de Zebrafish expostos a diferentes concentragdes do
extrato etandlico de folhas de L. pacari.

A . y=-0,1728x + 56,944
Curva de sobrevivéncia R? = 0,9841

Nuamero de individuos

0 50 100 150 200 250 300

Concentragdo em pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A CLso é definida por Queiroz (2015), como a concentragdo de um produto quimico no
ar ou na dgua que leva a morte de 50% dos individuos num tempo pré-estabelecido, podendo

ser estimada aplicando a equagéo da reta sobre a curva de sobrevivéncia, dada por:

y =ax + b

Onde y é a metade do numero de individuos testados na analise, ou seja 30, o valor de
a foi dado pela distribuigé@o da curva em 0,1728 e b = 56,944. Ao isolarmos 0 x chegamos na
concentracdo 156 ug/mL sendo esta a dose minima do extrato etanolico bruto de L. pacari capaz
de provocar uma mortalidade de 50% em embrides de Zebrafish em até 120 hpf.

A determinagdo da CLso do extrato etandlico das folhas de L. pacari ndo foi encontrada
na literatura, entretanto existe um relato de Avila et al. (2019), que sugere que a DL50 do extrato
hidroalcoolico da casca do caule de L. pacari, utilizando camundongos como modelo animal
estaria entre algo maior que 2000 - 5000 mg/kg. Cabe ressaltar que a diferenca da CLso estimada
neste trabalho com o que foi encontrado na literatura pode estar relacionada com o modelo
animal, utilizado nos estudos, visto que células embrionarias sdo mais vulneraveis a
perturbagdes (Paget, 2008), inclusive a toxicidade de substancias, quando comparada a
organismos adultos, os quais ja possuem mecanismos de defesa especializados contra

substancias toxicas.
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Desta forma, a determinagdo da CLso do extrato etanodlico das folhas de L. pacari
utilizando o modelo de Zebrafish é algo novo na literatura e indica um grande potencial para
estudos no desenvolvimento de drogas antitumorais.

5.3 Alteracdes morfoldgicas

Dentre as alterac6es morfologicas observadas em Zebrafish, a formacéo de edema tem
sido umas das relatadas em testes de toxicidade, sendo o edema de pericardio e de saco
vitelinico os mais comumente observados como indicador de malformacéo de desenvolvimento
embrionario (Wiegand et al., 2023). Neste trabalho foram observadas alteracbes como edema
de saco vitelinico e edema de pericardio, sendo que nos grupos controle DMSO e E3 nao foram
observadas alteracdes morfoldgicas nos embrides ou larvas. O edema é uma condicdo
patoldgica conceituada pelo acumulo anormal de fluidos no organismo, ocorrendo por uma
instabilidade nas barreiras corporais e/ou depuracdo de fluidos (Cabrera, 2022 apud Wang et

al., 2024). A Figura 15 mostra um edema de saco vitelinico.

Figura 15 - Embrido de Zebrafish apresentando edema de saco vitelinico apds exposi¢@o ao extrato etanolico de
folhas de L. pacari.

S il

Fonte: Elaborado pelo autor (2024). A seta azul indica a regido com edema de saco.

Em numeros absolutos foram testados 60 individuos para cada concentracdo, destes
6,7% apresentaram edema de saco na concentrag¢do de 500 ug/mL, 3,3% em 400 ug/mL, 8,3%
em 300pg/mL, 23,3% em 200 pg/mL, 10% em 100 ug/mL e 3,3 em 50 pg/mL em 120 hpf.
Nota-se que a alta taxa de mortalidade nas concentra¢es mais altas faz com que as alteragdes
morfologicas pouco aparecam, diferente de concentragfes mais proximas da CLsg, entre 200

pg/mL e 100 pg/mL nas quais ¢ notdvel um padrio de malformagdo do saco vitelinico,
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chegando a uma taxa de 23,3% e 10% de individuos acometidos, respectivamente. A Tabela 2

mostra 0 nimero de individuos que apresentaram edema durante o desenvolvimento.

Tabela 2 - Avaliacéo da formagao de edema de saco vitelinico em embrides de Zebrafish expostos a diferentes

concentragdes do extrato etandlico de folhas de L. pacari.

hpf 500 pg/mL 400 pg/mL 300 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL
24 0 0 2 1 0 0
48 4 0 5 3 1 2
72 4 1 5 13 5 2
96 4 1 5 13 6 2
120 4 2 5 14 6 2

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: Os dados expressam o total de individuos acometidos em uma

amostragem total de 60 para cada concentracéo.

O edema de pericardio foi observado nas concentracdes de 200 pg/mL, 100 ug/mL e 50

ug/mL apenas, seguindo a mesma tendéncia de alteragdes proximas a CLsp como observado no

edema de saco. Em percentuais, foram 6,7% de individuos com edema de pericardio nas

concentragdes de 200 pg/mL e 50 pg/mL, e 10% na concentracdo de 100 pg/mL. A Tabela 3

mostra 0 numero de individuos que apresentaram edema de pericardio durante o

desenvolvimento.

Tabela 3 - Avaliacdo da formagéo de edema de pericardio em embrides de Zebrafish expostos a diferentes

concentragdes do extrato etandlico de folhas de L. pacari.

hpf 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL
48 ‘ 0 2 4
72 4 2 4
96 4 6 4
120 ‘ 4 6 4

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: Os dados expressam o total de individuos acometidos em uma

amostragem total de 60 para cada concentracéo.

Na Figura 16 podemos ver o edema de pericardio presente em uma larva, enquanto na

Figura 17 podemos notar a presenca de edema de saco e pericardio no mesmo individuo.
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Figura 16 - Larva de Zebrafish apresentando edema de pericardio apos exposi¢do ao extrato etanolico de folhas
de L. pacari.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024). A seta preta indica a regido de edema do saco pericérdico.

Figura 17 - Embrido de Zebrafish apresentando edema de saco vitelinico e pericardico ap6s exposicdo ao extrato
etandlico de folhas de L. pacari.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024). Seta azul indica a regido com edema de saco e a seta preta regido com
edema de pericardio.

Além disso, sabe-se que o edema pode ser uma resposta ligada ao estresse sem nenhum
outro mecanismo de base e, dependendo da gravidade, pode se reverter espontaneamente
(Brotzmann et al., 2022). O edema de saco e de pericardico sdo os dois fendtipos mais
documentados devido a capacidade e facilidade com que ambos podem ser medidos e
analisados usando microscopia simples. Porém, esses fendtipos frequentemente sdo
considerados inespecificos, devido a falta de conhecimento sobre como e 0 que causa suas
formacGes (Narumanchi et al., 2021), podendo estar relacionado a insuficiéncia renal,
insuficiéncia circulatoria, desequilibrio ibnico ou defeitos de permeabilidade (Hill et al., 2004).

Ressalta-se que a ocorréncia nos numeros de individuos com edema de saco vitelinico

na concentracao de 200 pg/mL, pode estar ligada ao potencial do extrato etanolico bruto de L.

pacari, porém ndo se sabe 0s mecanismos que levam a sua formacdo. Além disso, nas
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contragdes de 200 pg/mL e 100 pg/mL houve um aumento no nimero de individuos com edema
de saco entre 48 e 72 hpf, sugerindo que pode existir um efeito acumulativo do extrato que leva

a algum mecanismo envolvido na formagéo do edema.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que, como base nas anélises, o extrato bruto etanolico das folhas de L. pacari
apresenta toxicidade aos embrides de Zebrafish, podendo gerar efeitos de coagulacgéo, alterar a
sobrevivéncia e causar alteracbes morfoldgicas como o edema de saco vitelinico. A toxicidade
do extrato se mostra como um caminho promissor para os estudos de drogas antitumorais, como
javem sendo relatado em novos estudos utilizando os extratos das cascas do caule de L. pacari.
Todavia, s@0 necessarios novos estudos para determinacdo fitoquimica das substancias que
estdo relacionadas com os efeitos de toxicidade da planta e a continuidade de pesquisas e testes

experimentais para melhor entendimento dos efeitos farmacolégicos.
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