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EFEITO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE PLANTAS DA FAMILIA
VERBENACEAE EM EMBRIOES DE DANIO RERIO.

ALICE DA SILVA GONCALVES "**, RODRIGO PATERA BARCELOS *, NESSANA
DARTORA *, SUZYMEIRE BARONI **

1 Introducao

A definicao de planta medicinal se d4 através da utilizagdo desta como fins medicinais,
buscando seus atributos benéficos, com facil aquisicdo e baixo custo (TAUFNER;
FERRACO; RIBEIRO, 2006). Acredita-se que o uso de plantas medicinais para o auxilio na
cura de diversas doencas ¢ uma técnica utilizada ha muito tempo por grande parte da
populagdo. De acordo com Almeida (2011), um dos registros mais antigos ¢ o Pen Ts’ao,
datado 2800 a.C., escrito pelo herborista chinés Shen Numg.

Uma das familias botanicas relacionadas ao uso medicinal ¢ a Verbenaceae que no
Brasil se encontram 47 géneros distribuidos em 407 espécies, desde ervas perenes, arbustos
até subarbustos. Além disso, dentre seus géneros destaca-se o Aloysia, com espécies nativas
do Rio Grande do Sul. No uso popular, suas atribui¢des estdo relacionadas ao tratamento de
asma, resfriado, febre, colica, diarreia, indigestdo, insonia e ansiedade. Porém, ha poucos
estudos quanto ao potencial citotdéxico e genotdoxico em eucariotos (MONTANARI et al;
2011).

Dentre as espécies do género Aloysia, destaca-se as espécies Aloysia gratissima,
Aloysia citriodora e Aloysia virgata, de facil acesso e uso popular na regido missioneira do
Rio Grande do Sul. Seus nomes populares variam regionalmente, contudo, os mais
conhecidos sdo “alfazema-do-Brasil” para A. gratissima, “cidr6” e ‘“erva-Luisa” para
A.citriodora e “mutre” para A.virgata.

A utilizagdo de diferentes modelos animais vem sendo realizada na pesquisa cientifica
como alternativa ao uso de mamiferos e o Danio rerio (zebrafish), vem sendo explorado em
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diversas areas de estudo. Segundo Lieschke e Currie (2007), as vantagens do uso do zebrafish
sdo a fertilizacdo e desenvolvimento exclusivamente externos, alta taxa de fecundidade,
desenvolvimento rapido e ovos relativamente grandes e transparentes. O uso de embrides
dessa espécie apresenta vantagens em relacdo ao uso de individuos adultos, dentre elas, a
agilidade do teste, que ¢ realizado em 96 horas pos-fertilizagdo. O teste de toxicidade aguda
em embrides dessa espécie € projetado para a avaliacdo dos efeitos toxicologicos de varios
compostos, nas primeiras 96 horas pos-fertilizacao (ISMAIL, 2017; LAHNSTEINER, 2008).

Desta forma, esse trabalho propde avaliar através de embrides a toxicidade de extratos
vegetais.
2 Objetivos

Determinar a toxicidade e potencial interferéncia dos extratos das folhas da familia
Verbenaceae nos processos celulares dos embrides de Danio rerio; estabelecer o método de
obtencdo de embrides no Laboratério de Genética - campus Cerro Largo; propondo
modificagdes; utilizar extratos aquoso e etanolico em diferentes concentracdes, obtidos
através das folhas da familia Verbenaceae, cedidos gentilmente pela Dr* Nessana Dartora do
Laboratorio de Bioquimica do campus Cerro Largo.
3 Metodologia

As concentragdes dos extratos das folhas utilizadas para os experimentos estdo

dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Extratos de 4. gratissima, A. citadora e A. virgata e as devidas concentragdes que serdo testadas em

embrides de Danio rerio.

Extratos Concentracoes
Etanolico I mg/ml 2 mg/ml 10 mg/ml
Aquoso 1 mg/ml 2 mg/ml 10 mg/ml

Fonte: Elaborado pelos autores (2020)

O protocolo aplicado ¢ o Fish Embryo Acute Toxicity Test (FET), com modificacdes
(OECD, 2013). Um grupo de 6 casais foi separado um dia antes do experimento para
acasalamento e posterior obtencdo dos embrides, que depois foram separados e divididos em
vidveis e ndo viaveis. Os ovos recém fertilizados foram expostos no extrato que se deseja

estudar, alocados em placas do tipo Elisa, com 24 pogos de 2,5 mL cada. Além disso, a cada
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24 horas, foram realizadas até quatro observacdes com auxilio de estéreo microscopio,
registrando como indicadores de letalidade os seguintes parametros: coagulacdo de ovos
fertilizados, falta de formagao de somitos, falta de descolamento da cauda do saco vitelinico e

auséncia de batimentos cardiacos.

4 Resultados e Discussao

Os primeiros experimentos apresentaram varios problemas que exigiram modificagdes
no protocolo FET. O primeiro problema com o estabelecimento do protocolo foi a adequagao
da concentracdo da substancia indicada como controle positivo 3,4 Dicloroanilina a 4%. Essa
concentracao se mostrou altamente toxica matando todos os embrides em 24 h. Foram feitas
novas tentativas com 1%, 0,5%, 0,2% ¢ 0,1% de 3,4-Dicloroanilina. A concentragdo ideal foi
de 0,1% que ofereceu 20% de embrides viaveis em 96 h.

Outro fator que o protocolo necessitou de adequacao foi o numero de casais para
acasalamento. O protocolo FET propde dois machos para uma fémea, mas ndo houveram
sucessos na reproducdo com essa propor¢ao. Apos varias tentativas, a melhor proporcao foi de
dois machos para duas fémeas.

Outra variavel do FET ¢ o uso de agua reconstituida para manter os embrides em
controle negativo. Os resultados ndo foram promissores com o uso dessa agua, ocorrendo
morte dos embrides que ndo chegaram ao final das 96 horas de tratamento. Dessa forma,
foram realizados testes com agua do aquario, d4gua sem cloro e dgua destilada para encontrar o
melhor meio para o grupo controle negativo.

Ap0s essas modificagdes foram feitos testes com dois extratos da Aloysia gratissima e
Aloysia virgata, extrato aquoso e etandlico. Os resultados preliminares mostraram a morte de
todos os embrides em 24 horas para ambos os extratos de ambas as espécies nas
concentracdes de 2 mg/mL e 10 mg/mL. Trabalhos realizados com extratos de folhas de
espécies do mesmo género, também indicaram efeito antiproliferativo em células
meristematicas de Allium cepa, bem como diminui¢cdo de viabilidade celular em culturas de
células tumorais (SALAMA et al. 2021; HISTER et al. 2009). O tnico extrato que
possibilitou 15% de sobrevivéncia dos embrides, depois de 96 horas de exposi¢do, foi o
extrato de Aloysia virgata em 1 mg/mL.

5 Conclusao

O protocolo FET apresentou variaveis que ndo permitiram repetibilidade, necessitando
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adequagdes. Os extratos em concentracdes mais altas apresentaram potencial toxicoldgico
para embrides.
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