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Resumo

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e apresenta uma rica diversidade de
especies vegetais. Nesse sentido, muitas dessas espécies de plantas sao
utiizadas pela populagcdo como medicamentos naturais, na forma de chas,
garrafadas, sucos, entre outros. Dentre essas plantas medicinais, a cagaita ou
cagaiteira possui uma gama de possibilidades dentro da medicina tradicional.
Nessa perspectiva, a cagaita € utilizada, principalmente, no tratamento de doengas
do trato gastrointestinal, trato geniturinario, diabetes e ictericia. No entanto, a
cagaiteira, assim como outras diversas plantas medicinais, pode conter substancias
com efeitos toxicos ao organismo humano e, dessa forma, € importante estudar os
possiveis efeitos de toxicidade da planta. Com o intuito de averiguar e garantir a
seguranga do uso dessa planta, esse projeto teve como objetivo avaliar o efeito de
toxicidade do extrato etandlico da cagaita em embrides de zebrafish. Foi utilizado o
protocolo estabelecido pela OECD para testes de toxicidade aguda de extratos
vegetais e substancias isoladas. Para essa averiguagao, foram utilizados 20
embrides para cada concentracdo do extrato a ser avaliado, por um periodo de
exposicao de 3hpf (hours post fertilization) a 120hpf. Foram avaliados, nesse
intervalo de tempo, alteragdes do padrdo de desenvolvimento embrionario do
zebrafish, como disfungdes no desenvolvimento da cauda, formacédo de edema de
vesicula vitelinica e/ou cardiaca, alteracdo no padrdo de somitos e atraso do
desenvolvimento embrionario. Para isso, os embrides foram expostos as
concentragbes de 50, 100, 200, 400, 600 e 800 ug/mL, controle negativo (E3) e
controle positivo (DMSO 0,05%), com avaliacdo a cada 24h. Os resultados do
presente trabalho demonstraram toxicidade do extrato com efeito dose-dependente
ao longo das 120h, com alta taxa de mortalidade nas concentracbes maiores,
alteragdes morfolégicas, reducdo na taxa de eclosdo e alteragdes
comportamentais. Os elementos obtidos evidenciam a toxicidade do extrato
etandlico das folhas de cagaita durante todo o periodo embrionario e demonstra a
necessidade de mais estudos para identificar as moléculas com potencial toxico e
aumentar a seguranca no uso da cagaita.

Palavras-Chave: cagaita; cerrado; plantas medicinais; toxicidade; zebrafish.



Abstract

The Cerrado is the second largest Brazilian biome and presents a rich diversity of
plant species. In this sense, many of these plant species are used by the population
as natural medicines, in the form of teas, bottled preparations, juices, among
others. Among these medicinal plants, cagaita or cagaiteira has a range of
possibilities within traditional medicine. In this perspective, cagaita is mainly used in
the treatment of diseases of the gastrointestinal tract, genitourinary tract, diabetes
and jaundice. However, cagaiteira, like several other medicinal plants, can contain
substances with toxic effects on the human body and, therefore, it is important to
study the possible toxicity effects of the plant. In order to investigate and ensure the
safety of the use of this plant, this project aimed to evaluate the toxicity effect of the
ethanolic extract of cagaita in zebrafish embryos. The protocol established by the
OECD for acute toxicity tests of plant extracts and isolated substances was used.
For this investigation, 20 embryos were used for each concentration of the extract
to be evaluated, for an exposure period of 3hpf (hours post fertilization) to 120hpf.
Alterations in the zebrafish embryonic development pattern, such as dysfunctions in
tail development, formation of yolk sac and/or cardiac edema, alteration in the
somite pattern and delayed embryonic development were evaluated in this time
interval. For this, the embryos were exposed to concentrations of 50, 100, 200, 400,
600 and 800 pg/mL, negative control (E3) and positive control (DMSO 0.05%), with
evaluation every 24h. The results of the present work demonstrated toxicity of the
extract with a dose-dependent effect over 120h, with a high mortality rate at higher
concentrations, morphological changes, reduction in the hatching rate and
behavioral changes. The elements obtained show the toxicity of the ethanolic
extract of cagaita leaves throughout the embryonic period and demonstrate the
need for more studies to identify molecules with toxic potential and increase safety
in the use of cagaita.

Keywords: cagaita; cerrado; medicinal plants; toxicity; zebrafish.
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1. Introdugao

1.1 Bioma cerrado

O Cerrado brasileiro ou a savana brasileira € um dos biomas que apresenta
a maior biodiversidade de fauna e flora do mundo. Nesse sentido, constitui-se
como o0 segundo maior bioma nacional, com aproximadamente 2 milhdes de
quildbmetros quadrados, localizando-se na regido central do Brasil (Rezende-Silva
et al., 2019). Esse bioma possui cerca de 12.300 espécies vegetais, entre arvores,
arbustos, plantas herbaceas e trepadeiras, as quais muitas possuem utilizacdo na
area comercial, no ramo alimentar, na medicina popular e farmacolégica. Dentre
essas, destaca-se a Eugenia dysenterica, arvore que possui diversos usos

descritos na literatura (Gasca et al., 2017; Silva et al., 2023).

1.2 Cagaita

A Eugenia dysenterica, conhecida popularmente como cagaita ou cagaiteira,
€ uma arvore frutifera do cerrado brasileiro pertencente a familia Myrtaceae.
Devido as condi¢des climaticas e as caracteristicas do solo presentes no bioma de
savana, a arvore possui diversos aspectos que permitem a adaptacdo e
sobrevivéncia ao seu habitat, como troncos tortuosos, cilindricos e com aspecto
esfoliativo. O seu fruto, por sua vez, varia de acordo com o seu tempo de
maturagdo, alternando-se de um tom verde, quando jovens, para um
amarelo-palido quando prontos para o consumo (conforme apresentado na Figura
1), com padrdo de sazonalidade compreendida entre os meses de setembro a
novembro. Suas folhas sdo simples e aromatizadas, enquanto as flores séo
brancas e adocicadas (Campos et al., 2016). Além disso, a cagaita possui uma
ampla area de distribuicdo, estando presentes em todos os estados que estao
inseridos no bioma cerrado, em virtude de sua capacidade de sobreviver a solos

rasos e ricos em ferro (Silva et al., 2015).



Figura 1: Frutos maduros da cagaita in natura, com apresentagédo do aspecto da polpa e
semente na figura da esquerda, e na direita o fruto integro.

Fonte: Silva et al., 2023.

A cagaiteira € uma arvore que possui diversas aplicagbes em relagdo a
medicina tradicional. Nesse contexto, diversas partes da cagaita s&o descritas na
literatura com potencial uso farmacoldgico (Souza et al., 2011). As folhas sao
utilizadas no tratamento de diarreias e disenterias, assim como na terapia de
doencas cardiovasculares, ictericia e dislipidemia (Lima et al., 2011). Em
contrapartida, os frutos possuem atividade laxativa, antidiabetogénica,
hipoglicemiante e protetora contra infecgdes dermatolégicas (De Araujo et al.,
2021; Justino et al., 2022; Da Silva et al., 2023). Por fim, suas flores séo utilizadas
na etnomedicina para o tratamento de infecgbes do trato geniturinario e da derme
(Lima et al., 2011; Silva et al., 2023). Ademais, a espécie € altamente
implementada no ramo da industria alimenticia, com o comércio voltado para a
producdo de sorvetes, licores, geleias, sucos e a venda da polpa in natura
(Cardoso et al, 2011).

O uso popular da E. dysenterica como planta medicinal esta associado as
moléculas biologicamente ativas presentes principalmente em suas folhas e frutos.
Nesse contexto, foram encontrados em suas folhas a catequina, quercetina e
flavonoides naturais conhecidos pelos seus efeitos antioxidantes e de protecao
neural contra espécies reativas de oxigénio (EROS) (Gasca et al., 2017). Por outro
lado, nos frutos foram encontrados compostos polifendlicos, como galato de
epicatequina e proantocianidinas, que possuem efeitos benéficos no controle dos
sinais e sintomas das manifestagdes clinicas do diabetes (Justino et al., 2020).

Posto isso, diante do cenario de fragilidade e vulnerabilidade social
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enfrentado por parte da populacéo do cerrado, a disponibilidade de medicamentos

farmacologicamente testados ainda € limitada a uma parcela da populagéo, sendo
os medicamentos naturais, em alguns casos, a unica opgao (Campos et al., 2016).
Nesse viés, as plantas, de maneira geral, produzem diversas substancias que
podem provocar diferentes respostas celulares, como alteracdo do
desenvolvimento, estresse oxidativo e morte celular (Yang et al., 2021). Além disso,
ha relatos na literatura que afirmam que, quando expostas a altas concentragoes
de extratos organicos da cagaita, as células sofrem efeitos de citotoxicidade
(Cecilio et al., 2012). Portanto, devido as evidéncias de toxicidade celular com o
uso da E. dysenterica e, por sua grande popularidade na medicina tradicional, é
necessario aumentar o numero de estudos que demonstram a seguranga do seu

uso para a comunidade.

1.3 Toxicidade em plantas medicinais

Toxicidade é definida como a capacidade de uma substancia gerar estresse
oxidativo, dano ou morte de um organismo, tecido ou célula. Esse efeito esta
intrinsecamente relacionado ao tipo de exposi¢cao e da concentragdo em que o alvo
esta submetido (Ottoboni, 1992).

O uso de plantas medicinais consiste em uma pratica milenar difundida por
diversos povos ao redor do mundo, sendo comum até hoje através das geragdes
(FIGUEIRA, 2013). Em 1990, a Organizacao Mundial da Saude divulgou estudo
que demonstrou que entre 60 a 80% da populagao dos paises em desenvolvimento
depende de medicamentos naturais (Veiga Junior et al., 2005). No entanto, a
maioria das plantas produz varias substancias como mecanismo de defesa, que
podem apresentar efeitos de toxicidade em seres humanos ou em outras espécies
animais, como a estricnina, presente na voz-vémica e glicosideos cianogénicos,
presentes na mandioca-brava (Mengue et al., 2001). Nesse sentido, as principais
reacdoes toxicas e efeitos adversos oriundos do uso de plantas medicinais sao:
efeitos  citotdxicos ou genotdxicos, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
teratogenicidade e reagdes de hipersensibilidade (Veiga Junior et al., 2005;
Lourengo et al., 2009; Borges et al., 2015; Pinheiro et al., 2020; Santos et al.,
2021).

Por outro lado, além da importancia de catalogar os componentes toxicos
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presentes nas plantas, a analise toxicologica permite identificar novas substancias
com potenciais farmacolégicos expressivos, como no caso da atropina e da morfina
que sao originadas, respectivamente, a partir da Afropa belladona e Papaver
somniferum (Campos et al., 2016). Diversos modelos experimentais s&o utilizados
para avaliacdo de toxicidade, incluindo cultura de células, invertebrados e modelos
de vertebrados, como roedores e zebrafish. Nessa perspectiva, os embrides de
zebrafish sdo um modelo ideal para analise toxicologica de espécies vegetais,
devido ao seu aspecto transparente, rapido desenvolvimento e n&o requer técnicas

invasivas (Falcdo et al., 2018).

1.4 Zebrafish

O zebrafish (Danio rerio), conhecido popularmente no Brasil como
paulistinha ou peixe-zebra, € um teledsteo da familia Cyprinidae, originario da
regido Sudoeste Asiatica. A caracteristica fisica que da o nome popular a espécie é
o padrao de listras, conforme apresentado na Figura 2. Essa espécie foi introduzida
na pesquisa experimental na década de 1980, pelo bidlogo norte-americano
George Streisinger da Universidade do Oregon (Streisinger et al., 1981).
Considerando a complexidade gendémica do zebrafish, um vertebrado diploide que
tem a vantagem de ter um desenvolvimento embrionario e uma fungdo neuronal
relativamente simples de serem analisados, esse modelo tornou-se extremamente
pratico e amplamente utilizado em todo o mundo (Zorzetto, 2013). Dessa forma, o
D. rerio se estabelece no meio cientifico como um organismo padrdo para
avaliacdo de efeitos de toxicidade no desenvolvimento embrionario (Jagadeeshan
et al., 2017), estudos comportamentais (Paiva et al., 2020) e testes para novos

agentes farmacoldgicos (Portugués et al., 2022).

Figura 2: Representagao de individuo adulto da espécie Danio rerio (zebrafish).

Fonte: http://www.abc.net.au/news/2017-04-11/zebrafish/8433206


http://www.abc.net.au/news/2017-04-11/zebrafish/8433206
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O zebrafish possui diversos atributos que tornam seu uso seguro e vantajoso
quando comparado a outros modelos animais. Nesse contexto, devido ao seu
tamanho, de aproximadamente 3 a 4 cm na fase adulta, o espago necessario para
acomoda-los € menor, o que facilita o seu manejo e reduz os custos de
manutengdo. Além disso, o volume de substdncias a serem testadas e a
quantidade de residuos gerados sao menores se comparadas a outras espécies,
como os roedores. Outra vantagem no uso dessa espécie € a rapida taxa de
reproducio, de modo que um casal é capaz de produzir de 200 a 300 ovos em uma
manha e, se mantido de forma adequada, esse padrao pode se repetir por até 7
dias. Ademais, a translucéncia dos embrides permite a avaliacdo de alteracdes
morfolégicas no periodo de desenvolvimento embrionario (Hill et al, 2005). Na
Figura 3 esta uma representagdo do embridao do zebrafish demonstrando o seu

aspecto translucido.

Figura 3: Representagdo de um embrido de zebrafish.

Fonte: Sant’'anna, 2009, apud Federal Research Centre for Fisheries.

Ademais, a partir do sequenciamento completo do genoma do D. rerio,
evidenciou-se que dos mais de 26.000 genes codificados, aproximadamente 70%
sao correspondentes (ortélogos) aos genes dos seres humanos (Howe et al, 2013).
Além disso, quando analisados somente genes relacionados a doengas, esse
nuamero de homologos sobe para 84%, evidenciando as vantagens do uso do
zebrafish como modelo para doengas e condi¢des humanas (Escaleira, 2017).

Outro fator que confere vantagem a esse modelo é que, quando comparado
a outras espécies animais, o zebrafish demonstra uma maior sensibilidade ao

serem expostos a substancias que apresentam toxicidade, mesmo em doses
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baixas (Falcdo et al., 2018). Nesse viés, a analise de embriotoxicidade no D. rerio
consiste em identificar alteragbes tanto funcionais quanto morfoldgicas,
apresentadas da seguinte forma: modificagdo no desenvolvimento da cauda,
formacdo de edema de vesicula vitelinica e/ou cardiaca, alteracdo no padrdo de
somitos, atraso no desenvolvimento embrionario, auséncia de células embrionarias,
dentre outros (Nguyen et al., 2021).

Diante disso, as alteragdes morfofuncionais nos embrides de zebrafish estdo
associadas, principalmente, a moléculas causadoras de dano celular. Lesbes
celulares, por sua vez, podem levar a formagao de EROS que afetam, por exemplo,
as células embrionarias (XIA et al., 2020). Esse perfil de alteragbes ja descrito,
pode ser acompanhado por meio das etapas do desenvolvimento embrionario do
D. rerio (Hill et al., 2005), apresentado na Figura 4 em 7 estagios: zigoto, clivagem,

blastula, gastrula, segmentacgéao, faringula e eclosao da larva (Siebel et al., 2015).

Figura 4: Estagios do desenvolvimento embrionério do zebrafish.

Ligoto (0.5 hpi) Clivagem (0,75 hpl) Blastula (3 hpfy Giastrula (10 hpi)
. K-
N
Hegmentagto (26 hpf) Farimguln {31 hpf) Eclosfo (530 hpf) Larva {7 dpf)

Fonte: Siebel et al., 2015.

2. Justificativa

A cagaita, planta abundante no cerrado, € amplamente utilizada na regiao
Oeste da Bahia, especialmente por comunidades mais vulneraveis e de recursos
limitados. Seu emprego é notavel na produgao de alimentos, como sucos, sorvetes,
licores e consumo in natura. Além disso, destaca-se na medicina popular, sendo
empregada no tratamento de problemas gastrointestinais, infecgdes geniturinarias

e dermatoldgicas.
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Nesse contexto, a populacdo reconhece e aprecia as propriedades
benéficas das plantas locais, compreendendo sua aplicagdo no tratamento de
diversas enfermidades. Além disso, a desigualdade e a vulnerabilidade sociais nas
comunidades do bioma cerrado, localizadas na regido central do pais, limitam o
acesso a medicamentos industrializados e cientificamente testados. Diante desse
cenario, a medicina popular ganha destaque, impulsionada pelas condigdes
socioecondmicas da populagao, promovendo assim a pratica da ethomedicina.

Posto isso, é necessario entender melhor os riscos e beneficios do uso da
cagaita, ja que essa planta possui uma grande aplicagdo para as comunidades
locais. Diante disso, devido a escassez de trabalhos relacionados a seguranga do
consumo e praticas medicinais da cagaita, esse estudo possui um papel social

relevante, principalmente para a comunidade do cerrado.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de toxicidade do extrato etandlico de folha de cagaita em

embrides de zebrafish.

3.2 Objetivos especificos

e Estabelecer a DL50 dos extratos a serem avaliados no desenvolvimento
embrionario de zebrafish;

e Avaliar as alteragbes morfolégicas no desenvolvimento de embrides de
zebrafish expostos a diferentes concentragdes dos extratos;

e Avaliar as alteragdes funcionais no desenvolvimento de embrides de

zebrafish expostos a diferentes concentragdes;

4. Métodos

4.1 Preparo do extrato etandlico

Os espécimes foram coletados em areas preservadas do Cerrado, proximas ao
municipio de Barreiras-BA. Apds a coleta das folhas, o material foi identificado e

desidratado em estufa a 40°C durante 24h. Depois de retiradas da estufa, as folhas
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de cagaita foram trituradas separadamente e, posteriormente armazenado em local
apropriado, protegido da umidade e luz. Em seguida, para a obtengao do extrato
etandlico, as folhas foram submetidas ao processo de maceracao estatica em etanol
a 98%, em uma proporgdo de 1:5. Para isso, foram usados 100g de folha para
500ml de etanol, por um periodo de 7 dias a temperatura ambiente. A solugao obtida
durante esse processo foi filtrada e o solvente remanescente foi removido por meio
da rotaevaporacgao a 40°C sob pressao reduzida. A solugao resultante foi congelada
e posteriormente liofilizada. Ao extrato bruto, foi utilizado o DMSO 0,05% como

solvente, para o preparo das diferentes concentragdes do extrato.

4.2 Manejo dos animais e coleta dos embrides

Os animais adultos (3-6 meses) de zebrafish (Danio rerio) foram mantidos no
laboratorio 105, do Prédio de Laboratdrios, da Universidade Federal do Oeste Bahia,
em aquarios de polietleno com capacidade de 30L, com uma densidade
populacional maxima de 5 peixes para cada litro de agua, com machos e fémeas
dividindo o mesmo espago. A agua era mantida em temperatura de +26C°, com
fotoperiodo de 14h de luz e 10h de escuro, com controle de qualidade de agua com
pH e aménia, seguindo os parametros adequados para a espécie. Os peixes foram
alimentados trés vezes ao dia com racdo em flocos e com artémia salina para
estimular o instinto de caca e melhorar a ingestdo de proteinas. Todas as agodes
realizadas foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFOB), sob o numero de registro 0002-2023.

Com relacdo a reprodugao dos peixes, eles foram separados em aquarios
especificos para reprodugcao, com o uso de agua destilada, numa proporgcéo de
macho e fémea de um para um, com 5 peixes de cada sexo no aquario, separados
por uma barreira de plastico, sendo separados no periodo vespertino, um dia antes
da reproducéo.

Na manha seguinte, a diviséria do criadouro foi retirada e os machos e
fémeas foram mantidos juntos por 40 minutos para que a reproducdo fosse
completada. Apos esse periodo, os adultos foram retirados e armazenados em
aquarios de manutencéo. Os embrides foram coletados e selecionados para analise,
utiizando uma placa de petri contendo solugdo E3 (solugdo contendo CaCOQOg3,
NaHCO3, sal marinho e agua destilada).

A selecao de embrides viaveis foi feita por meio de um estereoscopio e, a
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partir disso, os embrides foram transferidos para uma placa de 96 pocos e expostos

a diferentes concentragdes do extrato etandlico das folhas de cagaita.

4.3 Ensaio de toxicidade

Os embrides foram expostos as concentragdes de 50, 100, 200, 400, 600 e
800 ug/mL do extrato etandlico de folha de cagaita, sendo selecionados em estagios
de até 3 hpf, seguindo os padrdes da OECD. No entanto, o tempo de avaliagao foi
estendido de 96 hpf para 120 hpf, ja que o cério confere protegao para os embrides
até aproximadamente 72 horas. Os embrides foram colocados em placas de 96
pocos,contendo um volume de 100 pL de extrato, com 20 individuos, um em cada
poco, para cada concentragdo do extrato, totalizando 60 embrides por grupo ou
concentracao de extrato. Esses foram submetidos a avaliagdo de toxicidade aguda,
ou seja, o extrato foi inserido somente no momento inicial de até 3 hpf. Além disso,
também foram avaliados os grupos controle negativo (solugdo E3) e controle
contendo o solvente DMSO 0,05%, contendo 20 embrides para cada reprodugao.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os embrides foram

mantidos em estufa, com temperatura de aproximadamente 26°C entre as analises.

4.4 Avaliagao da embriotoxicidade

Os embrides selecionados foram mantidos em contato com o extrato e
analisados até 120hpf, sendo avaliados critérios subletais e letais a cada 24 horas.
Com relacédo aos parametros nao letais, foram analisados a taxa de eclosao (24, 48,
72, 96, 120 h), alteracdo comportamental, efeitos teratogénicos, como escoliose,
retardo no desenvolvimento, formagao de edema, sendo ambos avaliados em um
tempo de até 120hpf. Com relacao aos fatores letais, foram avaliados a presenca de
coagulagao do embrido (0, 24 h) e ndo formacgéo de somitos (24, 48, 72, 96, 120 h).
Todos esses parametros foram avaliados de acordo com as normas estabelecidas
pela OECD 2013.

4.5 Analise dos dados
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Os dados foram tabulados por meio do Excel e a analise descritiva foi
realizada utilizando os dados em medida absoluta e relativa. O programa GraphPad
Prism foi utilizado para confec¢do dos graficos. A analise qualitativa da diferenca

entre os valores dos grupos foi utilizada para a descrigao dos resultados.

5. Resultados e Discussao

A avaliagdo de toxicidade do extrato etandlico de folhas de cagaita foi
realizada conforme descrito no protocolo da OECD, e para isso, foram analisadas 6
concentragcbes do extrato, de modo que essas concentragcbes foram estabelecidas
seguindo uma diluicdo seriada iniciando em 400ug/mL. As concentragdes de
600ug/mL e 800ug/mL foram utilizadas para a determinagdo da DL50. A taxa de
sobrevivéncia dos individuos descreve o perfil de toxicidade do extrato. Esses
resultados estdo apresentados na figura 5.

Identificou-se que, a partir das 120 horas de observagao, os embrides de D.
rerio expostos aos extratos mais concentrados, de 800 e 600 ug/mL, apresentaram a
maior taxa de mortalidade, com 80% e 41,6%, respectivamente, ja nas primeiras
24h. Em comparacgao, os grupos controles, representados pela solugdo E3 e E3
acrescida de DMSO 0,05%, obtiveram taxa de sobrevivéncia de 100%, validando o

experimento e sendo expressa na figura 5.

Figura 5: Analise de sobrevivéncia dos embrides e larvas de D. rerio expostos ao extrato etandlico
das folhas da cagaita.
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Hpf= horas pés fertilizagdao; n= 20 (em triplicata).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Figura 6: Analise de eclosédo dos embrides e larvas de D. rerio expostos ao extrato etandlico das
folhas da cagaita por 120h.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Por conseguinte, a taxa de sobrevivéncia influencia diretamente na taxa de
eclosdo dos embrides (Figura 6). Nesse sentido, os grupos controles obtiveram
100% de eclosao, enquanto concentragbes mais elevadas, como em 800ug/mL,
600ug/mL e 400pg/mL, n&o apresentaram essa etapa do desenvolvimento
embrionario. Nas concentragdes de 100 ug/mL e 50 pg/mL, as quais a letalidade foi
menor, a taxa de eclosdo aproximou-se em numeros quando comparados aos
grupos controle, com 87% e 76%, respectivamente. Entretanto, apesar da eclosao
ter ocorrido em doses subletais, como em 200ug/mL, 100ug/mL e 50ug/mL L, o
tempo para a realizacdo desse evento foi superior ao padrao da espécie, ocorrendo
somente apos as 96 hpf. A eclosdo em embrides de peixes teledsteos, como o
D.rerio, depende de dois fatores, o quimico e o fisico (Gaspar, et al., 1999; Schoots,
et al., 1982). A partir de enzimas proteoliticas liberadas pelo embrido, o cério passa

por um processo de “amolecimento”, reduzindo a sua espessura e elasticidade (Kim,
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et al., 2006). Com isso, o embrido deve realizar movimentos espontaneos para
romper o corio e eclodir, constituindo a etapa fisica da eclosdo. No presente
trabalho, podemos identificar, por meio da observagao direta, que havia movimentos
espontaneos nos embrides que nao eclodiram, logo € possivel deduzir que a
auséncia de eclosdo pode ter sido devido a alguma alteragdo na etapa quimica.
Além disso, foi observado que apds 24 horas poés-eclosdo, os embrides
expostos ao extrato sofriam degeneragado tecidual e consequentemente morriam.
Esse processo foi evidenciado em 100% dos embrides das concentracdes de
200pg/mL, 100pg/mL e 50ug/mL que passavam pela eclosdo. Para que haja a
sobrevivéncia das larvas de zebrafish, alguns parametros de qualidade devem ser
mantidos. A presenca de poluentes ambientais ou substancias com potencial téxico,
como o extrato etandlico das folhas de cagaita, podem alterar o pH, a disponibilidade
de oxigénio e gerar a presenga de espécies reativas de oxigénio. Além disso,
alteragdes morfolodgicas e funcionais durante o desenvolvimento, como a presenca
de edemas, alteracbes de coluna e alteracdo do sistema neuromotor, afetam de
forma direta as chances de sobrevivéncia das larvas. Em ensaio realizado com
camundongos, foi evidenciado que o extrato hidroalcoolico das folhas de cagaita
possui atividade antimitética e citotdxica com mecanismos de apoptose em células
tumorais (Andrade, 2011). Esses mecanismos podem explicar a ocorréncia de
malformagdes presentes nos embrides e larvas, assim como O processo de
degeneragao tecidual presente nos individuos pos-eclosdo, ja que nessa fase de

desenvolvimento embrionario, ha uma grande atividade mitética.

Figura 7: Imagem representativa de larva de zebrafish com 120 hpf exposta ao extrato de
100ug/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Na analise morfolégica foram identificadas alteracdes teratogénicas em
embrides e larvas. Os grupos controles ndo apresentaram alteragées morfoldgicas,
enquanto foi possivel identificar alteragbes nos grupos expostos, variando de acordo
com a concentragao.

Os parametros teratogénicos analisados nos embrides e larvas foram: a
presenca de edema de pericardio e de saco vitelinico, alteragcao de coluna, atraso no
desenvolvimento embrionario (Tabela 1). As ocorréncias desses eventos, com
excegcdo do atraso no desenvolvimento, foram pouco significativas quando
comparadas ao grupo controle. A alta taxa de mortalidade nas concentragdes
maiores, 600ug/mL e 800ug/mL, e a auséncia de eclosdo em doses subletais,
reduziram o numero de individuos e dificultaram a analise, pois parametros como
alteracao de coluna, s6 podem ser visualizadas de forma direta na fase larval.

Tabela 1: Pardmetros teratogénicos e numeros de individuos que apresentaram alteragbes
morfolégicas, com numero amostral de 60 embrides para cada concentracéo.

Extrato pg/mL

Parametros DMSO
teratogénicos E3 A 50 100 200 400 600 800
0,05%
Formagao de
edema 0 0 1 3 2 5 0 0
Alteragao de 0 0 2 3 0 0 0 0
coluna
Atraso no
0 0 57 51 48 45 33 12

desenvolvimento

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

O atraso no desenvolvimento embrionario foi evidenciado em todas as
concentracdes, com uma relacdo de dose-dependéncia. Nas concentragdes de
400ug/mL, 600ug/mL e 800ug/mL, mesmo os individuos que ndao coagularam nao
apresentaram eclosdo. As outras concentragdes, apesar de ter ocorrido a eclosao, o
tempo para sua ocorréncia foi superior quando comparada ao grupo controle. Esse
retardo no desenvolvimento aconteceu por dois mecanismos visualizados durante a
pesquisa: atraso no processo de embriogénese e suas etapas (clivagem, blastula,
gastrula e organogénese) e por defeitos nos mecanismos de eclosao (quimico e
fisico). Como dito anteriormente, a atividade citotdxica pode interferir nas etapas de
embriogénese e retardar o desenvolvimento embrionario. Assim como, defeitos no

processo de amolecimento e enfraquecimento do cério podem retardar a ocorréncia
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da eclosao.

Os peixes de agua doce, devido a osmolaridade do meio em que habitam,
possuem mecanismos que impedem a formacado de edema, tanto de pericardio,
quanto de saco vitelinico. Para isso, essas espécies fazem uso de sistemas que
impedem o influxo e sistemas que aumentam o efluxo de agua (Hill, et al., 2004). O
D. rerio, mesmo em momentos iniciais (<48hpf), possui uma barreira embrionaria
que impede a entrada livre de liquido e isso previne a formacdo de edemas.
Posteriormente, sua fungdo osmotica € melhorada com a formagao do pronefron,
possibilitando a regressdo ou redugdo de edemas (Hill, et al., 2004). O sistema
cardiovascular, por sua vez, funciona como um sistema de efluxo, aumentando a
excrecado a partir da via renal. Desse modo, a reducao da frequéncia cardiaca e
pressdo arterial altera o sistema circulatorio, diminuindo assim a fungédo renal
(Antkiewicz, et al, 2005; Bittencourt, et al., 2018). Posto isso, apesar de um valor
pouco significativo, com 5 embrides (em 60 individuos) na concentragdo de
400ug/mL sendo o mais acometido, a presenca de edema de saco e pericardio no
presente estudo pode ser deduzida a partir de algum defeito desses sistemas de
barreiras que impedem o influxo e aumentam o efluxo de acordo com a necessidade
do embrido/larva.

As malformagdes de coluna foram pouco presentes na pesquisa vigente, com
2 e 3 individuos, nas concentracbes de 50ug/mL e 100ug/mL, respectivamente. As
alteragdes teratogénicas na coluna e cauda dependem de diversas causas, como
somitogénese defeituosa, modificagdo na notocorda, erro de migragao celular,
doengas musculares e defeitos em canais e bombas ibnicas (Hen Chow, et al.,
2009). A partir das analises, por meio da observacao direta, ndo foi possivel
identificar alteracbes estruturais e nem alteragdo no padrdo dos somitos. Desse
modo, os defeitos visualizados, como a escoliose, podem estar relacionados a
defeitos musculoesquelético ou nos canais/bombas de ions. Ademais, a auséncia de
eclosao nas concentragdes mais elevadas, nas quais era esperada a presenga de
mais alteragdes teratogénicas, subestima o percentual encontrado de alteragdes de
coluna, ja que essa analise é dificultada em larvas presas dentro do corio.

Todas as alteragdes teratogénicas, como a formagao de edema, alteragao de

coluna e atraso no desenvolvimento, estdo representadas na figura 8.
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Figura 8: Imagens representativas de embrides e larvas de zebrafish em diferentes estagios de
desenvolvimento. Individuo A (controle) com 48 hpf, B (100 ug/mL) com 48 hpf, C (400 pyg/mL) e D

(50 pug/mL). A seta preta representa edema generalizado e a seta vermelha escoliose.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Nos dados da figura 8, observou-se que os individuos A e B, apesar de
possuirem o mesmo tempo de fertilizacdo, estdo em etapas diferentes no
desenvolvimento embrionario. O A ja apresenta pigmentagao e desprendimento de
cauda, enquanto o B nao apresenta pigmentagcdo e cauda com desprendimento
incompleto. O embrido C apresenta um edema global volumoso, apontado pela seta
preta. A larva D apresenta alteragcdo de coluna (escoliose), apontada pela seta
vermelha.

No presente estudo, observou-se também que as larvas expostas ao extrato
apresentam comportamentos diferentes quando comparadas ao grupo controle,
como demonstra a figura 9. As posigbes adotadas por essas larvas eram de
lateralizagcdo dentro do poco, nado lateral e em circulos ao redor do pogo, com
presencga de espasmos e agitacdo. Isso evidencia que o extrato etandlico da cagaita
pode influenciar no desenvolvimento neuromotor, fundamentado na alteracdo de

comportamento em relagdo aos grupos E3 e DMSO 0,05%. O tectum optico € uma
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estrutura anatdmica e funcional com o objetivo sensorial e programacéo motora da
larva e do futuro peixe adulto (Easter Jr, et al., 1996). Em 60 hpf, a larva ja é capaz
de perceber e responder a estimulos visuais, em especial, variagdes de luz. Nesse
sentido, o primeiro reflexo a ser desenvolvido € o startle (nado erratico e rapido),
comportamento esse, fundamental para fuga de predadores e sobrevivéncia no
ambiente natural (Kimmel, et al., 1974). A auséncia desse padrao esperado de
comportamento, quando comparado aos grupos controle, demonstra a
embriotoxicidade no desenvolvimento neuromotor nas larvas de zebrafish. Além
disso, a posicao lateralizada adotada pelas larvas no fundo do pocgo, pode estar
relacionada a defeitos presentes na bexiga natatéria, 6rgdo imprescindivel para o
equilibrio e coordenagao motora dos peixes.

Figura 9: Imagens representativas de larvas de zebrafish com 96 hpf. Individuo A(controle) e
individuo B (50ug/mL).

A

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Na figura 9, esta representada a posicao adotada pelas larvas dentro do
poco. O controle, representado pela figura A adota uma posi¢céo verticalizada em
relacdo ao observador, enquanto a larva B (50 pg/mL), adota uma posi¢cao
lateralizada e de inércia dentro do pogo.

A DL50 foi determinada a partir da curva de sobrevivéncia, por meio da

equacao da reta, com R*2= 0,921, apresentando valor de aproximadamente 568,42
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Mg/dL.

6. Conclusao

O presente trabalho demonstrou que o extrato etandlico das folhas de cagaita
possui efeito de embriotoxicidade, levando a alteragdes teratogénicas, retardo no
desenvolvimento embrionario e alteracbes nos padrées de comportamento. Esses
resultados demonstram que, mesmo em doses subletais, o extrato traz prejuizos
morfofuncionais que sdo imprescindiveis para a sobrevivéncia dos peixes, tanto em
ambiente laboratorial, qguanto em ambiente natural.

A cagaita é uma planta medicinal amplamente distribuida e utilizada pelas
populacdes do cerrado brasileiro. Desse modo, € necessario expandir os estudos
sobre os seus usos, com o intuito de identificar moléculas com potenciais toxicos e
terapéuticos, a fim de garantir uma maior seguranca quanto ao seu uso, assim como

gerar novas formulagdes farmacéuticas e medicinais.
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Anexo 01- Certificado de aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avalia¢fio dos efeitos de teratogenicidade e toxicidade de
extratos vegetais no desenvolvimento embrionirio do Danio rerio (zebrafish)”, protocolado sob
o CEUA n° 0002-2023, sob responsabilidade de Izabela Barbosa Moraes ¢ equipe: Isabella
Cristina Barbosa de Andrade, para fins de pesquisa cientifica ou ensino, esta de acordo com os
preceitos da Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, como decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovada pela Comissio de Ftica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Oeste da Bahia (CEUA/UFOB) na reuniio de 25/05/2023.

We certify that the proposal entitled “Evaluation of the effects of teratogenicity and toxicity of
plant extracts on the embryonic development of Danio rerio (zebrafish)”, protocol number CEUA
No. 0002-2023, under the responsibility of Izabela Barbosa Moraes and team: Isabella Cristina
Barbosa de Andrade, for scientific research purposes or teaching, is in accordance with Law 11,794
of October 8, 2008. Decree 6,899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for the Control of Ammal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of West Bahia (CEUA/UFOB) in the meeting
of 05/25/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: 08/2023 a 09/2024 Area: Ciéncias Biologicas/Morfologia/Embriologia

Origem: Animais adultos provenientes de Idade: Adultos entre quatro a 6 meses)
criatorios comerciais do tipo Pet Shop embrides de 0 a 96 horas apos a fertilizagdo
Espécie: Danio rerio Peso: 0,400 a 0,600g

Linhagem: - N: 60 animais adultos e 620 embrides

Sexo: Animais adultos (30 machos e 30 femeas)

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Centro de Ciéncias Biologicas e da
Satide da Universidade Federal do Oeste da Bahia.

Telefone: (77) 9 91769199
Barrerras — BA, 30 de Maio de 2023.
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