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RESUMO GERAL

Siparuna guianenis Aublet ¢ uma planta aromatica, conhecida popularmente como negramina.
Suas folhas sao utilizadas tradicionalmente no tratamento de diversas enfermidades, como anti-
inflamatorio e antipirético. Este trabalho tem como objetivo verificar as caracteristicas
anatomicas da lamina foliar, a toxicidade, o potencial anti-inflamatorio, a capacidade de
regeneragdo da nadadeira e atividade das enzimas antioxidantes dos extratos aquoso (EA),
hidroetanolico (EH), metanolico (EM) e do 6leo essencial (OE) das folhas S. guianensis em
embrides e larvas de zebrafish. Para verificar as caracteristicas anatomicas foi realizada a
determinacdo de uma equagdo para estimar a area foliar, a quantificagdo e caracterizagdo dos
estomatos e foram utilizados diferentes métodos histoquimicas. A partir das folhas foram
elaborados trés tipos de extratos empregados diferentes solventes sendo, metanol, alcool 70° e
agua destilada; e a obtengdo do OE foi realizada por hidrodestilagdo. Os principais compostos
fenolicos presentes nos extratos foram determinados usando analise HPLC e a identificacdo e
quantificagdo do OE através da andlise cromatografica. A toxicidade e teratogenicidade foram
investigadas usando o modelo zebrafish. Embrides de zebrafish foram tratados com diferentes
concentragdes dos extratos (10 a 0,08mg/ml) e OE (200 a 0,39ug/ml) durante um periodo de
120 horas, sendo avaliadas mortalidade, eclosao e malformagdes. As concentragdes ndo letais
e teratogé€nicas foram utilizadas para a realizacdo das analises de migracao de neutréfilos;
regeneracdo da nadadeira; apoptose e atividade das enzimas antioxidantes: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST). Foi identificada na analise
anatdmica das folhas a presenca de estdmatos na epiderme classificar as folhas como
anfihipoestomatica. Foi identificada a existéncia de tricomas do tipo tectores estrelados na
epiderme abaxial e a presenga de metabdlitos secunddrios, como compostos fenodlicos,
alcaloide, tanino e lignina, e a equagao matematica obtida foi através da regressao linear por
meio da relagdo comprimento e largura, utilizado o modelo Y=3,5833+0,6715x, com
coeficiente de determinacao de 0,97. Foi identificada nos extratos a presenga de compostos
fenolicos com o acido trans-cindmico. Os extratos apresentaram toxicidade, sendo para o EA
nas concentragoes de 2,5 a 10mg/ml e os EH ¢ EM entre 0,62 a 10mg/ml. As larvas tratadas
com EA ndo exibiram malformagdes. Todos os extratos testados demonstram atividade anti-
inflamatoéria, no entanto nao demonstram bom desempenho na regeneragdo da nadadeira. Os
extratos ndo influenciaram na atividade da SOD e CAT. EA ndo induziu células apoptdticas ao
contrario dos EH e EM. No OE foi identificado a presenca do monoterpeno B-Micerno
(24,72%). No teste de inflamacdo, as diferentes concentracdes apresentaram capacidade de
reduz a migra¢do dos neutrofilos para o local lecionado das larvas, na regeneracao da nadadeira
caudal o OE demonstrou uma taxa de regeneracao menor que os controles (DMSO 1% e Meio
E3). Nao foi verificada a influéncia do OE nas enzimas antioxidantes, por fim foram
identificadas células apoptdticas na regido do coracdo, na concentragao de 12,5ug/ml. Conclui-
se que os estomatos desta espécie sdo classificados com paraciticos e os EA, EH, EM e o OFE
das folhas de S. guianensis apresentam atividade anti-inflamatoria através da redugdo da
migracdo dos neutrofilos.

Palavras-chaves: Anfihipoestomatica. Histoquimicas. Negramina. Inflamacdo. Regeneracéo.
Neutréfilos. Danio rerio.



GENERAL ABSTRACT

Siparuna guianenis Aublet is an aromatic plant, popularly known as negramina. Its leaves are
traditionally used in the treatment of several diseases, as an anti-inflammatory and antipyretic.
This work aims to verify the anatomical characteristics of the leaf blade, the toxicity, the anti-
inflammatory potential, the capacity of caudal fin regeneration and activity of antioxidant
enzymes of the aqueous (AE), hydroethanolic (HE), methanolic (ME) and essential oil (EO)
extracts of S. guianensis leaves in zebrafish embryos and larvae. To verify the anatomical
characteristics, an equation was determined to estimate the leaf area, the quantification and
characterization of stomata and different histochemical methods were used. From the leaves,
three types of extracts were prepared using different solvents (methanol, alcohol 70° and
distilled water) and the EO was obtained by hydrodistillation. The main phenolic compounds
present in the extracts were determined using HPLC analysis and the identification and
quantification of the EO by chromatographic analysis. Toxicity and teratogenicity were
investigated using the zebrafish model. Zebrafish embryos were treated with different
concentrations of the extracts (10 to 0.08mg/ml) and OE (200 to 0.39ug/ml) for a period of 120
hours, and mortality, hatching and malformations were evaluated. The non-lethal and
teratogenic concentrations were used for the analyses of neutrophil migration; caudal fin
regeneration; apoptosis and activity of the antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST). It was identified in the anatomical
analysis of the leaves the presence of stomas in the epidermis to classify the leaves as
anfihypoestomatics. The existence of stellate tector trichomes in the abaxial epidermis and the
presence of secondary metabolites such as phenolic compounds, alkaloids, tannin and lignin
were identified and the mathematical equation obtained was through linear regression by means
of the length and width relationship, using the model Y=3.5833+0.6715x, with a determination
coefficient of 0.97. It was identified in the extracts the presence of phenolic compounds with
trans-cinnamic acid. The extracts showed toxicity, being for EA at concentrations from 2.5 to
10mg/ml and for EH and EM between 0.62 to 10mg/ml. The larvae treated with EA didn’t
exhibit malformations. All tested extracts demonstrate anti-inflammatory activity, however
they do not show good performance in caudal fin regeneration. The extracts did not influence
SOD and CAT activity. EA didn’t induce apoptotic cells unlike EH and EM. In OE was
identified the presence of the monoterpene B-Myrcene (24.72%). In the inflammation test, the
different concentrations showed ability to reduce the migration of neutrophils to the site of the
larvae, in the regeneration of the caudal fin the EA showed a lower regeneration rate than the
controls (DMSO 1% and Medium E3). No influence of EO on antioxidant enzymes was
verified. Finally, apoptotic cells were identified in the region of the heart at the concentration
of 12.5ug/ml. Conclude that the stomata of this species are classified as paracytic and the EA,
EH, EM and the OE of the leaves of S. guianensis present anti-inflammatory activity by
reducing the migration of neutrophils.

Keywords: Anfihypoestomatics. Histochemical. Negramina. Inflammation. Regeneration.
Neutrophils. Danio rerio.
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PRIMEIRA PARTE

1.INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ao longo do tempo pela populacao por meio
de chés (infusdo e decoc¢do), cataplasmas, banhos, tinturas, xarope, melito, 6leo essencial,
gargarejo € pomadas no tratamento de diversas enfermidades, sendo considerada planta com
acao medicinal qualquer espécie que apresenta uma ou varias estruturas vegetais compostas por
principios ativos que podem ser utilizados com a finalidade terap€utica ou para a elaboragdo de
farmacos semissintéticos (SANTOS; IORI, 2017; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005;
WHO, 1998).

Diante as diversas atividades atribuidas as plantas, um dos maiores problemas na sua
utilizacdo estd relacionada a forma incorreta da identificagdo. O uso da nomenclatura botanica
¢ importante para que ndo ocorra divergéncias entre espécies, pois inimeras plantas apresentam
o mesmo nome popular. Existem varias maneiras para identificar uma espécie botanica, como
a confecgdo de exsicata, andlise organoléptica, macroscopica, microscopica e fitoquimica
(CHANDA, 2014; LORENZI; MATOS, 2008).

Um exemplo de planta que apresenta diferentes nomes populares ¢ a Siparuna
guianensis Aubl., (Siparunaceae) que ¢ considerada uma planta aromatica; vulgarmente
conhecida como “negramina”, “folha-santa”, “marinheiro”, “capitiu”, “mata-cachorro”,
“catingoso” e “formigueiro”. Sendo localizada desde a Nicaragua, América do Sul até o
Paraguai; no Brasil esta espécie € encontrada em diferentes dominios fitogeograficos como na
Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga ¢ no Cerrado (PEIXOTO; LIRIO; PIGNAL, 2020;
SANTOS et al., 2022; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORT{Z; COELHO, 2010).

As folhas de Siparuna guianensis possuem uma vasta indicacdo etnobotdnica e
etnofarmacolédgica como carminativas, antidispépticas, anti-inflamatdria, diuréticas, sendo
também utilizada no tratamento de sinusite, reumatismo, enxaqueca, gripe, dores no corpo,
febre, antibidtico pos-parto e pressdo arterial alta (AGUIAR et al., 2015; LECANTE et al.,
2011; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTiZ; COELHO, 2010). Na composi¢ao quimica do 6leo
essencial, obtido das folhas desta planta, j& foram identificadas a presenca de B-Mirceno,
Germacreno D, Biciclogermacreno, Humuleno, Elemeno, Siparunona e Epicurzerenona
(AGUIAR et al., 2015; ANDRADE et al., 2015; FERREIRA et al., 2020; FERREIRA et al.,
2017; LOURENCO et al., 2018; MOURA et al., 2021; PORTELLA et al., 2014) e em estudos

quimicos revelaram a presenga de alcaloides, flavonoides, taninos, cumarina € compostos
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fenolicos nas folhas de S. guianensis (BRAZ FILHO et al., 1976; CARVALHO et al., 2020;
CONEGUNDES et al., 2021; FACUNDO et al., 2012; NEGRI; SANTI; TABACH, 2012;
THOME et al., 2012). Apesar de suas aplicagdes terapéuticas, sdo limitadas as pesquisas
cientificas in vivo com as folhas desta espécie, para a comprovagao dos seus efeitos e possivel
toxicidade utilizado modelo Danio rerio (Cyprinidae).

O Danio rerio popularmente conhecido no Brasil como “zebrafish”, “paulistinha” e
“bandeirinha” tornou-se amplamente empregado como organismo modelo vertebrado em
pesquisas cientificas, devido a sua semelhanga fisiologica com os mamiferos, apresentando
genoma totalmente sequenciado. Todas as suas fases de vida sdo utilizadas em diferentes
analises, desde biologia do desenvolvimento e toxicologia comportamental (HE et al., 2020;
HENRY et al., 2013; TEAME et al., 2019; XIONG et al., 2019; YANG et al., 2018).

Baseado nos argumentos apresentados, neste estudo, investigou-se a morfoanatémia da
lamina foliar e analisou-se a toxicidade, potencial anti-inflamatoria, regeneragao da nadadeira
caudal ¢ a atividade das enzimas antioxidantes, em embrides ¢ larvas de zebrafish tratados com
os extratos aquoso, hidroetandlico, metanolico e ao oleo essencial das folhas de Siparuna

guianensis.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Identificacdo botanica

No Brasil, as plantas medicinais sdo utilizadas pela populagdo para tratar varias
enfermidades, principalmente, as pessoas que residem no interior; na maioria das vezes isto
ocorre, devido a dificuldade no acesso ao servigo de saude ou alto custo dos farmacos
industrializados. Porém, o uso e a comercializagdo em regides metropolitanas estio em
expansdo, sendo encontradas em feiras livres e mercados populares (ALVES et al., 2016;
BRIZZOLLA et al., 2018; SILVA; MARINI; MELO, 2015). Diante da biodiversidade
encontrada no Brasil, as pesquisas realizadas com plantas medicinais, ainda sdo incipientes,
havendo uma caréncia de informagdes sobre a utilizagdo, composicao quimica, formas de
cultivo, caracterizacao botanica e atividade biologica (SANTOS; IORI, 2017).

Um dos principais problemas da utilizacdo de plantas ¢ a identificagdo incorreta da
espécie. Tanto para realizar um trabalho cientifico ou apenas no uso da planta no combate de
alguma doenga ¢ necessaria a identificagao botanica da espécie (LORENZI; MATOS, 2008).
A utilizacdo da nomenclatura botanica ¢ importante, para que ndo ocorra confusao entre
espécies, pois existem varios vegetais com mesmo nome popular, por exemplo; a planta
conhecida como balsamo pode ser a Myroxylon peruiferum L.f. - Fabaceae (usada no
tratamento de reumatismo e asma) ou Schinus molle L. - Anacardiaceae (apresenta
propriedade adstringente, diurética, purgativa e em doses fortes pode provocar aborto). Outro
exemplo sdo as espécies Dracontium asperum K. Koch (Araceae) e Taccarum ulei Engl. &
K. Krause (Araceae) que sdo conhecidas como jararaca. Assim, espécies totalmente
diferentes podem apresentar mesmo nome popular (LORENZI; MATOS, 2008).

Existem varias maneiras para identificar uma espécie botanica. Inicialmente, para
estudos cientificos € necessario confeccionar a exsicata ou “voucher”, este material consiste
em um ramo da planta, contendo flores e/ou frutos, posteriormente prensada e seca. Apos
este processo, esta amostra vegetal ¢ encaminhada a um herbdario, onde serd identificada e
registrada (LORENZI; MATOS, 2008).

O material vegetal também pode ser identificado por meio de testes organolépticos,
macroscopicos, microscopicos e fitoquimicos. A identificacdo organoléptica ¢ o meio mais
simples e rapido, estando relacionado com o formato, tamanho, cor, odor e sabor. O
macroscopico, que ¢ a descrigdo morfoldgica de parte da planta, vista a olho nu ou com

auxilio de lente de aumento. O microscopico, que € o estudo anatdmico, executado com a
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utilizacdo de microscopio Optico ou eletronico. E o teste fitoquimico ¢ realizado para
identificagdo dos compostos quimicos (CHANDA, 2014).

Outro aspecto importante para a identificagao correta de plantas sdo as caracteristicas
morfoldgicas, embora erros de classificagdo possam ocorrer devido a semelhanca entre
espécies, principalmente quando o material vegetal se encontra pulverizado como exemplo
no caso da Mikania spp. (Asteraceae), Passiflora spp. (Passifloraceae), e Piper spp.

(Piperaceae) (BOBEK et al., 2016).

2.2 Familia Siparunaceae

Siparunaceae ¢ uma familia desmembrada da familia Monimiaceae. Nela encontram-se
plantas de habito arboreo ou arbustivo, com odor citrico desagradavel. Suas folhas sdo simples,
elipticas (exceto em Siparuna monogyna Jangoux, Jacques Ivan G. - Siparunaceae), verticiladas
ou opostas, margens inteiras, denteadas ou serreadas sem estipulas. Algumas espécies sao
glabras enquanto outras apresentam varios tipos de tricomas nas folhas ou/e ramos, sendo
tricomas simples, estrelados ou escamosos (SILVA; SILVA, 2008). As inflorescéncias sao
cimosas e agregadas, apresentando flores ndo vistosas, actinomorfas ou assimétricas,
monoclamideas e receptaculo floral bem desenvolvido. No Brasil, a Siparunaceae ndo esta
presente somente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (HALL; MEIRELLES,
2017).

Siparunaceae ¢ dividida em dois géneros: Glossocalyx Benth e Siparuna Aubl. O
primeiro género encontra-se espécies na Africa Ocidental e aproximadamente 70 espécies
distribuidas desde o México, Caribe, Paraguai e Argentina. O género Siparuna é composto de
53 a 74 espécies distribuidas no México ao Paraguai. No Brasil, encontram-se 47 espécies

(HALL; MEIRELLES, 2017; SILVA; OLIVEIRA; OLIVEIRA , 2021; SILVA; SILVA, 2008).

2.3 Género Siparuna Aubl.

E composto por espécies aromaticas, sendo encontradas na forma de arbustos
sarmentosos, arvoretas ou arvores, monoicas ou dioicas, com folhas decussadas ou reticuladas
e isofilas. Flores unissexuais e com receptaculo dos frutos carnoso, normalmente globoso,
ocorrendo sua abertura a partir do apice, apresentando cheiro pungente. Sao identificados no
Brasil as espécies: Siparuna bifida (Poepp. & Endl.) A.DC., Siparuna guianensis Aubl.,
Siparuna krukovii A.C.Sm., Siparuna poeppigii (Tul.) A.DC., e Siparuna ficoides S.S. Renner
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& Hausner (HALL; MEIRELLES, 2017; SILVA, OLIVEIRA; OLIVEIRA , 2021).

2.4 Espécie Siparuna guianensis Aubl.

A Siparuna guianensis (sinonimias Citriosma discolor Poepp & Endl.; Citriosma
guianensis Aublet; Citriosma glubrescens Mart, Siparuna discolor (Poepp. & Endl.) A.DC,;
Siparuna arianeae M.V.L. Pereira; Siparuna cavalcantei Jangoux e Siparuna panamensis
A.DC.) é uma planta aromatica, muito utilizada na medicina tradicional e para a conservagao
de biomas (AMARAL et al., 2017; BRAGA; BORGES; MARTINS, 2015; COUTINHO et al.,
2019; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010). Popularmente conhecida como
“capiti”, ‘“negramina”, ‘“catingueira-de-paca”, “fedegoso”, “limdo-bravo”, “erva-santa”,
“folha-santa”, “marinheiro”, “mata-cachorro”, “cicatrizante-das-guianas”, “amescla-de-cheiro”
e “jaqueira”. Sendo localizada desde a Nicardgua, América do Sul até o Paraguai; no Brasil esta
espécie ¢ encontrada em diferentes dominios fitogeograficos como na Mata Atlantica,

Amazonia, Caatinga e no Cerrado (FIGURA 1) (PEIXOTO; LIRIO; PIGNAL, 2020; SANTOS
et al., 2022; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

Figura 1 — Mapa do Brasil mostrando a distribui¢do geografica da Siparuna guianensis no
Brasil

Legenda: Cor verde regido norte (Acre, Amazonas, Amap4, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins), cor

bege regido nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do

Norte, Sergipe); cor amarelo e azul regido centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul,

Mato Grosso); cor rosa regido sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e cor

roxa regido sul (Parana). Area em branco no mapa significa auséncia da espécie Siparuna guianensis.
Fonte: Adaptado de Peixoto, Lirio e Pignal (2020).
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As folhas de Siparuna guianensis sao utilizadas na medicina popular como estimulante,
antidispéptica, antiflatulento, diurética, antipirético, anti-inflamatério, antimalaria, dores
reumaticas e sinusite, também ¢ utilizada em picada de cobra, inseticida, repelente, isca para
peixe e no combate ao piolho de galinha (ALMEIDA et al., 2021; CARVALHO et al., 2020;
CONEGUNDES et al., 2021; FACUNDO et al., 2012; FERREIRA et al., 2020; MOURA et al.,
2020; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORT{Z; COELHO, 2010). O 6leo essencial extraido das
folhas de S. guianensis ¢ empregado como, anticariogénicos (MELO et al., 2017),
antimicobacteriano (ANDRADE et al., 2015; MELO et al., 2017), anti-leishmania (ANDRADE
et al., 2016) atividade acaricida (DINIZ et al., 2022), antifingico, inseticida e repelente
(AGUIAR et al., 2015; MOURA et al., 2021).

A Siparuna guianensis € uma espécie perenifolia, arbustos ou arvoretas, podendo atingir
cerca 5 a 15 m de altura (FIGURA 2A). As folhas sdo simples (FIGURA 2B e C),
membranaceas, de margens lisas com 9 a 11 pares de nervuras secundarias levemente salientes
na face adaxial. As inflorescéncias ocorrem em forma de cachos com 1-1,5 cm de comprimento,
contendo 5 a 15 flores (FIGURA 3B). Sua floracdo ocorre de agosto a outubro, sendo o
amadurecimento dos frutos (FIGURA 3A) de dezembro a maio (MAGALHAES et al., 2018;
VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTI{Z; COELHO, 2010).

Figura 2 — Fotografias de Individuo da espécie Siparuna guianensis localizado em
Remanescente de Floresta Estacional Semidecidual.
(I LS

wo ¢

A

Legenda: A) arvoreta de S. guiannsis; B) folha na face adaxial e C) folha na face abaxial.
Fonte: Do autor (2022).



18

Figura 3 — Fotografia de: (A) Frutos maduros e (B) Flores de Siparuna guianensis

Fonte: Valentini, Rodriguez-Ortiz e Coelho (2010).

Na composi¢do quimica do 6leo essencial extraido das folhas de Siparuna guianensis
(FIGURA 4) foram identificados hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados,
hidrocarbonetos monoterpénicos, -mirceno, germacreno D, biciclogermacreno, E,E-farnesol,
siparunona, acido decanoico, curzerenona, (E) Nerolidol, humuleno, éxido cariofileno,
espatulenol, aromadendreno, acetato de di-hidrocarvil, dioxido de limoneno, ledol, viridiflorol,
acido 1,2-benzenodioico, 2-undecanona, a-muuroleno, espatulenol, elemol, o-pineno, a-
felandreno, (E) -B-ocimeno, undecan-2-ono, é-elemeno, B-cubebeno, a-copaeno, B-ilangeno e
trans-p-elemenona (AGUIAR et al., 2015; ANTONIO, 1985; FISCHER et al., 2005;
MACHADO et al., 1998; MARTINS et al., 2021; MELO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2020;
VALENTINI et al., 2010). No 6leo essencial extraidos dos frutos frescos foram verificadas a
presenga de 2-undecanona, B-pineno e limoneno (FISCHER et al., 2005).

Figura 4 - Compostos identificados na composicao volatil das folhas da Siparuna guianensis
1. 2-undecanona

. humuleno

. 0xido de cariofileno

2
. 3

L < 4 espa-tulenol
5

3 4
R . aromadendreno
A) - 6. siparunona
7. acetato de di-hidrocarvil

Y 4
D/L 8. dioxido de limoneno

# 9. ledol

Ak S 79 on o
"°"8¥ uévyi‘:;y &" 10. viridiflorol

’ N ; 11. 4cido 1,2-benzenodioico

Fonte: Adaptado de Valentini et al. (2010).
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Estudos quimicos revelaram a presenga de alcaloides, flavonoides, taninos, cumarina e
compostos fendlicos nas folhas de Siparuna guianensis (BRAZ FILHO et al.,, 1976;
CARVALHO et al., 2020; CONEGUNDES et al., 2021; FACUNDO et al., 2012; NEGRI;
SANTI; TABACH, 2012; THOME et al., 2012). Braz Filho et al. (1976) isolaram quatro
alcaloides (FIGURA 5), sendo o aporfina denominados fuseina (5a), 1,2-metilenodioxi-5-
oxoaporfina (5b), liriodenina (5c¢) e cassamedina (5d). No trabalho de Leitdo et al. (2005)
através da cromatografia em contracorrente (CCC) isolaram trés flavonoides (FIGURA 6): a
quercetina (6a) e dois de seus derivados glicosilados (6b) e (6¢). Foi identificado na fracao
diclorometano das folhas de S. guianensis uma mistura de flavonoides glicosilados e
metoxilados, sendo: kaempferol-pentosil-pentosido-ramnosido; dirhamnosideo de caempferol;
caempferol-pentosil-ramosideo; ramnosil-caempferol e éter dimetilico de caempferol
(CONEGUNDES et al., 2021). Também foi observado no extrato hidroetandlico obtido da parte
aérea fresca a presenga vicenina-2 (apigenina-6,8-di-C-glicosideo), quercetina 3-O-rutinoside-
7-O-rhamnoside, quercetina-3-O-pentosyl-pentoside-7-O-rhamnoside, campferol-3-O-
pentosil-pentosido-7-O-ramnésido, quercetina-3,7-di-O-ramosideo e o kaempferol-3,7di-O-

ramnosideo (NEGRI; SANTI; TABACH, 2012).

Figura 5 - Alcaloides isolados da Siparuna guianensis
R

(@) R’

< O NH (52) RR=0

O (5b) R.R’=H

(5¢) R'=R*=H, R>=H
(5d) R-R?>=0CH,0, R3=0CHj

Legenda: (5a) aporfina denominados fuseina; (5b) 1,2-metilenodioxi-5-oxoaporfina; (5¢) liriodenina e
(5d) cassamedina.
Fonte: Adaptado de Silva, Valentini e Barros (2015).
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Figura 6 - Flavonoides presentes na espécies Siparuna guianensis isolados através da
cromatografia em contracorrente (CCC)

Legenda: (6a) quercetina e dois de seus derivados glicosilados (6b) e (6¢).
Fonte: Silva, Valentini e Barros (2015).

O rendimento do 6leo essencial foi verificado em diversos trabalhos, Silva, Valentini e
Barros (2015) relataram que a maior quantidade de 6leo aromatico extraida das folhas ocorreu
nos periodos reprodutivos, quando as plantas estavam liberando botdes florais, flores e frutos
(TABELA 1). Castellani et al. (2006) verificaram que visando otimizar as operacdes de manejo
a estacdo do outono ¢ a melhor época para obter um alto rendimento. Segundo Valentini et al
(2010) a Siparuna guianensis demonstrou variacdo do rendimento do 6leo em fun¢do da
fenologia e variagdes meteorologicas da cidade de Cuiaba, MT, apresentando melhor
rendimento no periodo reprodutivo.

Tabela 1 - Rendimento percentual do 6leo essencial extraido das folhas de Siparuna guianensis
Massada Massa

Periodo folha de 6leo Rendimento
da Coleta utilizada obtida (%)
(g) ()

Nov/2007 53,80 0,060 0,1115
Dez/2007 31,50 0,106 0,3365
lan/2008 58,69 0,1265 0,2155
Fev/2008 33,05 0,0330 0,0998
Mar/2008 52,04 0,0520 0,0999
Abr/2008 43,15 0,1081 0,2505
Mai/2008 45,74 0,1380 0,3017
Jun/2008 36,38 0,1730 0,4755

Fonte: Silva, Valentini e Barros (2015).

Oleos essenciais de Siparuna guianensis sdo extraidos para diferentes utilizagdes, sendo

que sua composicdo quimica pode mudar conforme a regido e as estagdes do ano. Oleos
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extraidos com folhas coletadas em Moju no Para apresentaram epi-a-bisabolol (25,1%) e
espatulenol (15,7%), amostras coletadas em Rio Branco no Acre apresentaram espatulenol
(22,0%), selin-11-en-4a-ol (19,4%), B-eudesmol (10,0%) e elemol (10,0%). Enquanto amostras
obtidas no Belém do Parda demonstram a presenca de germacrona (23,2%), D-germacreno
(10,9%), bicicliomacreno (8,6%), B-germacreno (8,0%) e atractilona (31,4%) (ZOGHBI et al.,
1998).

Sobre a bioatividade, o dleo essencial apresenta a¢do antibacteriana contra bactéria
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus
aureus, Mycobacterium avium ¢ apresentou atividade moderada contra Mycobacterium
tuberculoses e Mycobacterium kansasii (BERSAN et al., 2014; BESSA et al., 2015; MELO et
al., 2017); demonstrou alta atividade contra Leishmania amazonenses, citotoxicidade contra
células L6 (ANDRADE et al.,, 2016) e acdo repelente ao Aedes Aegypti, Culex
quinquefasciatus, Galleria mellonella e Achroia grisella (AGUIAR etal., 2015; FERREIRA
et al., 2017). Em outro trabalho Andrade et al. (2013) verificaram a baixa atividade
antioxidante do 6leo pelo teste P-caroteno/acido linoleico e ndo sendo evidenciada pelo
método de sequestro de radicais livres (ABIDIN), ja o extrato foliar de diclorometano
apresentou atividade antioxidante nos testes de DPPH, fosfomolibidénio e peroxidacao
lipidica utilizando o acido tiobarbitirico (TBA) (CONEGUNDES, 2017; CONEGUNDES et
al., 2021). Os extratos etandlicos das folhas de Siparuna guianensis apresentaram atividade
anti-tripanosoma, citostatica e citotoxica na linha de células de cancer de mama SKBR3
(TAYLOR et al., 2013; TAYLOR et al., 2006; TEMPONE et al., 2005). E o extrato de
diclorometano das folhas demonstrou atividade anti-inflamatoria in vivo, pelo método do
edema de orelha induzido pelo dleo de créton em ratos (CONEGUNDES et al., 2021).

Nos ultimos 46 anos, foram publicados somente 79 artigos cientificos, de acordo com
a base de dados Scopus (pesquisa realizada 08/03/2022) relacionada a palavra-chave
“Siparuna guianensis”, onde o primeiro trabalho foi realizado em 1976 (FIGURA 7A). A
principal area de pesquisa destes documentos ¢ a Ciéncia Agraria e Biologicas (35,3%),
seguida pela Farmacologia, Toxicologia e Farmécia (16%) (FIGURA 7B). Apesar de sua
vasta aplicagdo terapéutica, sdo limitadas as pesquisas cientificas com a espécie, fazendo-se

necessario mais estudo para comprovar seus efeitos medicinais.



22

Figura 7 - Levantamento do nimero de artigos e a area de atuacdo com a Siparuna guianensis
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Fonte: Scopus (Editora Elsevier).

2.5. Danio rerio como modelo animal de pesquisa

O Danio rerio (sinonimias - Brachydanio rerio) ¢ um peixe teledsteo pertencente a
familia Cyprinidae da ordem Cyprimiformes, bastante utilizado com peixe ornamental,
popularmente conhecido no Brasil como “zebrafish”, “paulistinha”, “bandeira-paulista” e
“bandeirinha”, ¢ um animal de 4gua doce de regides tropicais, oriundo do rio Ganges e seus
afluentes no norte da India, sendo nativo do sul da Asia (DAMMSKI et al., 2011; TEAME et
al., 2019; CAMPOS-SANCHEZ; ESTEBAN, 2020). O zebrafish apresenta diferentes estagios
de vida (Embrionario, larval; juvenil e adulto), com desenvolvimento rapido (TABELA 2)

sofrendo modificagdes estruturais ao longo do tempo (FIGURA 8) (DAMMSKI et al., 2011).
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Tabela 2 — Estagio de vida e suas diferenciacdes da espécie Danio rerio a partir da fase larval

Estagio (dias) Comprimento (mm) Descricao
Larva jovem (3) 3,5 Nada livremente; posicionamento vertical.
Larva (14) 6 Bexiga natatoria cheia; procura de alimento;
crescimento.
Juvenil (30) 10 Nadadeiras e padrao de pigmentacdo dos adultos
Adulto jovem (90) 20 Reproducio
Adulto (1000) 40-50 Final da vida.

Fonte: Adaptado de Dammski et al. (2011)

Figura 8 - Ciclo de vida do Danio rerio
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Fonte: Adaptado de Nusslein-Volhard e Singh (2017).

O zebrafish, ¢ um animal pequeno, atingindo em média de 2 a 3 cm de comprimento,
podendo chegar ao tamanho de até¢ 4 a 5 cm ao longo da vida. O género do zebrafish pode ser
diferenciado através do formato, tamanho corporal e pigmentagdo. As fémeas desta espécie sdo
maiores que os machos, mais arredondadas, com a barriga esbranquicada, exibem coloragao
alternada entre prata e azul e na frente da nadadeira anal encontra-se uma pequena papila
genital, ja os machos apresentam o corpo mais alongado com listras dourada e azul (FIGURA

9) (ENGESZER et al., 2007).
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Figura 9 - Diferenga fisica entre a fémea (A) e o macho (B) da espécie Danio rerio.

Fonte: Do autor (2022).

2.6 Vantagens da utilizacao do zebrafish na pesquisa cientifica

Esta espécie ¢ considerada um organismo modelo vertebrado bastante empregado em
pesquisas cientificas devido a sua semelhanca morfologica e fisioldgica com os mamiferos,
tendo o genoma totalmente sequenciado, ¢ um animal sensivel a produtos quimicos, todos os
seus estagios de vida sdo utilizados em diferentes analises e apresenta taxa de crescimento
rapido (FIGURA 10) (HENRY et al., 2013; YANG et al., 2018; TEAME et al., 2019; XIONG
et al., 2019).

Figura 10 - Vantagens da utiliza¢do do zebrafish na pesquisa cientifica
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Fonte: Do autor (2022).

O zebrafish, exibe embrides translucidos (FIGURA 11) originados de fertilizacao
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externa, alta fecundidade, atinge rapidamente a idade adulta (60 a 90 dias), ciclo de vida curto,
rapido desenvolvimento embrionario (24hpf), onde seus embrides demonstram sistemas de
orgdos completos, como coragao, intestino e vasos sanguineos as 48hpf. Sua manutengao ¢ de
baixo custo ¢ o animal apresenta acelerada capacidade de regeneragdo (tecidos e 6rgdos)

(TEAME et al., 2019; XIONG et al., 2019).

Figura 11 - Embrides de zebrafish (Danio rerio) as 24 e 48 horas po6s fertilizagao

gy N
Legenda: A e B) embrides em 24 horas pos fertilizagdo (hpf); C e D) 48hpf
Fonte: Do autor (2022).

2.6.1 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria

O zebrafish apresenta pardmetros semelhantes com o sistema imunolégico inato dos
seres humanos, chegando a 87% a conservacgdo dos genes, possuem células mieloides (células
semelhantes a monocitos/macrofagos que apresentam a capacidade de fagocitar de 28 a 30hpf
— horas pés fertilizagdo) e linhagens granulociticas (aparecendo por volta de 32 a 48hpf). Os
neutréfilos ou heterdfilos presentes no zebrafish exibe caracteristicas bioquimicas,
morfoldgicas e funcionais semelhante com os presentes em mamiferos (HENRY et al., 2013;
YANG et al., 2018; XIONG et al, 2019). Devido aos embrides desta espécie serem
transparentes, € possivel a imagem dinamica e ndo invasiva em testes inflamatodrios in vivo
(YANG et al., 2018).

As primeiras células imunoldgicas no zebrafish manifestam-se no primeiro dia pos
fertiliza¢do ja os macréfagos e neutrofilos aparecem no sistema imune no segundo dia (48hpf)

(CAOQOcetal.,2019; HE et al., 2018; PRATA et al., 2020). A indugao da inflamacao pode ser feita
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usando o modelo de amputacgao (corte) da nadadeira caudal em larvas a 72hpf, onde a migracao
dos neutroéfilos (FIGURA 12) podem ser marcadas para visualizagdo com auxilio do corante
Sudan Black e marcadores com fluoroforo utilizando diferentes linhagens transgénicas
(GUYADER et al., 2008; POLEDNIK; KOCH; FELZIEN, 2018; RENSHAW et al., 2006; REN
etal., 2015; HE et al., 2018).

Figura 12 - Neutro6filos migrando para o local da inflamagao

A

(%

Legenda: A) Amputagdo da larva (72 hpf) com auxilio de um bisturi; B) Neutrofilos (seta) corados com
Sudan Black; C) Neutrofilos fluorescentes em larva tg (PU1-Gal4-UAS-GFP).
Fonte: Apaptado de Boecke et al. (2012) e Gu et al. (2020).

2.6.2 Avaliacao da regeneracéao de cauda

A regeneracdo da nadadeira caudal em peixe adulto ¢ um processo rapido ocorrendo
entre 1 a 2 semanas p6s amputacao, tendo capacidade de se regenerar em termos de tamanho
original, arquitetura do tecido e funcionalidade (FIGURA 13), sendo este processo divido em
quatro etapas: a) 0-12hpa (horas pds amputagdo), fechamento da ferida; b) 12-24hpa, formacgao
de blastema primario; c) 24-28hpa, maturacdo do blastema e d) mais de 48hpa, crescimento
regenerativo (POSS; KEATING; NECHIPORUK, 2003; TEAME et al., 2019; XIONG et al.,
2019; ABIDIN et al., 2020).



27

Figura 13 - Regeneragdo da nadadeira caudal em peixe adulto de Danio rerio

Legenda: dpa — Dias pos amputagdo. Imagem A) 0 dpa e B) nadadeira caudal regenerada no 10° dpa
Fonte: Adaptado de Poss, Keating e Nechiporuk (2003).

Esta espécie leva apenas 48hpf para atingir o estagio de larva nadadora, como em peixe
adulto nas larvas a nadadeira caudal ¢ um tecido acessivel e de facil manusear no ensaio de
regeneragdo. Ap6s a amputacdo da nadadeira do zebrafish em estdgio larval (podendo ser
realizado o corte as 48 a 72hpf), ocorre o processo classificado como regeneracao epimorfica,
e o formato e tamanho da nadadeira sdo restaurados em trés dias (72hpa) (FIGURA 14), sendo
um processo mais rapido do que na nadadeira do peixe adulto, outra vantagem de utilizar a
larva, é que nesta fase ndo precisa alimentar o animal até 120hpf, isto pode diminuir o efeito
ambiental na regeneracdo (GU et al., 2020; YOSHINARI; KAWAKAMI, 2011; SUN et al.
2019; MATHEW; ANDREASEN; TANGUAY, 2006; OPPEDAL; GOLDSMITH, 2010).

Figura 14 - Regeneracdo da nadadeira caudal em larva de Danio rerio as 72 horas pos
fertiliza¢do, sendo avalidado durante trés dias p6s amputagao
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Legenda: A) Esquema da amputag¢do da nadadeira caudal da larva de zebrafish; B) Normal: imagens
representando nadadeiras caudais sem amputag¢do (normal) em diferentes horas pds fertilizagdo (hpf).
Amputado: imagens demonstrado nadadeiras caudais amputadas em diferentes horas pés amputagao

(hpa).
Fonte: Sun et al. (2019).
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No trabalho desenvolvido por Abidin et al. (2020), foi verificada a capacidade
regenerativa da nadadeira caudal do peixe adulto sobre a acdo do extrato aquoso de Piper
sarmentosum Roxb (Piperaceae), a regeneracao deste membro pode estar relacionada a

atividade antioxidante presente na planta que acelerou a cicatrizagao ossea.

2.6.3 Avaliacdo da toxicidade e apoptose celular

O modelo animal zebrafish também ¢ empregado em analises de segurancga, toxicologia
e apoptose celular. O teste de toxicidade empregando embrides e larvas foi elaborado pela
Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Economico (OECD), n°236, sendo criadas
as diretrizes para o teste de toxidade aguda ou Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD,
2013), afim de avaliar os efeitos embriotoxicos nas primeiras 96 horas sobre embrides expostos
a produtos quimicos, mas existem alguns trabalhos cientificos onde estdo aumentando o horario
de observacao (120 e 144hpf) da andlise de toxidade aguda para verificar futuras alteracdes ao
longo do tempo (ALAFIATAYO et al., 2019; RAGA et al., 2014; SINGULANI et al., 2018;
TIAN et al., 2019). No FET sao verificados os seguintes paramentos a cada 24hpf: a) ovos
coagulados; b) formagao de somito; c¢) deslocamento da cauda do saco vitelino e d) falta de
batimento cardiacos (OECD, 2013). Podendo ser observado também durante este teste a
eclosdo, otolito, circulagcdo sanguinea, formagao de edemas, mortalidade (embrides e larvas) e
pigmentacao (ALAFIATAYO et al., 2019). Um beneficio da analise de toxicidade empregando
embrides/larvas € a utilizacdo de pequena quantidade do material testado (NGUYEN et al.,
2020).

Outro ensaio empregando larvas e/ou embrides de zebrafish ¢ a apoptose. Esta atividade
¢ a principal forma de morte celular, ocorrendo naturalmente nas células. Este processo serve
para eliminar células desnecessarias, sendo um sistema altamente programado. Neste
procedimento, a célula para de crescer e dividir, e por consequéncia deste fendmeno ocorre sua
morte de maneira controlada sem derramamento de contetido celular no ambiente circundante.
Existem varios mecanismos que ativam a via apoptdtica, entre elas: danos ao DNA ou
proliferagao desgovernada (PFEFFER; SINGH, 2018; D’ARCY, 2019). Este mecanismo
acontece de forma natural durante a embriogénese e como resultado de dano ou estresse celular.
A apoptose esta envolvida em muitas agdes de desenvolvimento, como: morfogénese, delecao
de estruturas vestigiais, eliminagao de células maléficas e regulacdo do nimero celular (XIA et
al., 2017b).

Para observar células apoptoticas em larvas vivas de zebrafish pode-se utilizar o corante
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laranja de acridina (FIGURA 15), um corante metacromatico seletivo para 4cido nucleico, esta
substancia ndo pode corar células normais, mais cora células necréticas ou apoptoticas tardias
com permeabilidade de membrana plasmatica modificada (ZHAO et al. 2019; XIA et al.,
2017a).

Figura 15 - Larvas de Danio rerio a 96 horas po6s fertilizacdo coradas com laranja de acridina

A

Legenda: A) Larva controle; B) presenca de células apoptdticas na regido do coragio (seta).
Fonte: Do autor (2022).

A utilizagdo do FET ja foi descrita para o 6leo essencial de Trachyspermum ammi (L.)
Sprague (Apiaceae) e demonstrou em embrides/larvas avaliadas por 96hpf, forte efeito
teratogénico, redug¢do na taxa de sobrevivéncia, inibicdo da eclosdo, retardo na frequéncia
cardiaca. Este 6leo provocou o aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e eventos
apoptodticos, sendo observado morte celular programada nas regides do coracdo e dos olhos
(KIM; SHARMA; KANG, 2017).

Foi identificado o efeito toxico para fruto seco de Carpesium abrotanoides L.
(Asteraceae) conhecido como carpesii fructus, apresentando a inibi¢do da eclosdao dos embrides,
aumento na movimentagao espontanea, inibi¢ao nos batimentos cardiacos, edema no pericardio
e saco vitelino, sendo observado as malformagdes as 24 a 96hpf nas maiores concentracdes do
extrato aquoso. Na andlise de apoptose empregando o corante laranja de acridina (5 pg/mL) foi
observado o aparecimento de células apoptose na regido do coragdo (XIA et al., 2017a). Xia et
al. (2017b), também verificou alteracdes semelhante no teste de toxicidade, teratogenicidade e

apoptose para o extrato aquoso Carthamus tinctorius L (Asteraceae).
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2.6.4 Avaliacao das enzimas antioxidantes

Outra vantagem do modelo experimental zebrafish ¢ na identificacdo do estresse
oxidativo e da atividade antioxidante. O estresse oxidativo, ¢ denominado como o desequilibrio
na formagao e remog¢ao das EROs, nitrogénio e enxofre entre outras. As EROs ou radicais livres
sdo substancias cujos elétrons localizam-se desemparelhados e centralizados nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio. H4 diversas EROs que afetam a estrutura celular, por exemplo o radical
superoxido (O27), um radical instavel, devido a presenga impar de elétrons na sua Ultima
camada de valéncia e o perdxido de hidrogénio (H202) um radical livre que apresenta a
capacidade de atravessar membranas celulares por ser de pequeno porte, demonstra agdo
deletéria, pois participa da reagao que origina o radical hidroxila (HO") (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; BARBOSA et al., 2014; BOROSKI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2009).

No ambiente aquatico, o estresse oxidativo € o primeiro sinal quando had algum
contaminante ambiental, havendo assim, a produ¢ao de EROs, onde seu excesso pode modificar
a integridade na membrana nuclear induzindo danos ao DNA (MUTHULAKSHMI et al.,2018;
XIONG et al., 2019). Os peixes apresentam sistemas de enzimas homeostaticos igual aos dos
mamiferos. De maneira especifica, as EROs sdo produzidas durante o processo respiratorio e
podem interagir com substancias organicas. As EROs também podem ser originadas por
sistemas enzimaticos intracelulares como NADPH oxidase e xantina oxidase citoplasmatica
(HAGEDORN et al., 2012).

Para impedir os efeitos negativos provocados pelo estresse oxidativo, ele € neutralizado
ou reparado através de enzimas antioxidantes com superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa S-transferases (GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GSH). O nivel do estresse oxidativo e das enzimas antioxidantes sdo biomarcadores moléculas
importantes para o estudo de toxicologia durante a exposi¢ao do animal a uma substancia toxica
(HUANG et al., 2020; MUTHULAKSHMI et al.,2018; XIONG et al., 2019).

A SOD ¢ uma enzima de defesa primaria contra o estresse oxidativo que pode agir
convertendo o radical superoxido (O2") em H>0O,. A CAT demonstra a capacidade de catalisar
0 H>Oz em agua e oxigénio com alto desempenho (MUTHULAKSHMI et al.,2018; XIONG et
al., 2019). A GST ¢ uma enzima metabolica de desintoxicacao de fase II, atuando catalisando a
ligacdo de grupos eletrofilicos de xenobioticos com grupos sulfidrila de GSH (para ampliar sua
hidrofobicidade; esta enzima também apresenta acdo GPx, de inibir a peroxidacgdo lipidica
(HUANG et al., 2020).

O modelo zebrafish nao ¢ somente empregado para a identificagao de estresse oxidativo
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derivado de produtos quimicos em ambientes aquaticos, também ¢ utilizado para observar a
atividade antioxidante de plantas medicinais. Foi observado o aumento significativo nas
atividades das enzimas SOD-1 e CAT em larvas tratadas com 6leo essencial de Trachyspermum
ammi (L.) Sprague (Apiaceae), estes efeitos mostram que as enzimas antioxidantes podem estar
envolvidas na libera¢do de radicais livres produzidos pelo 6leo esséncia no zebrafish (KIM;
SHARMA; KANG, 2017). No trabalho de Xiong et al. (2019), verificaram a propriedade
antioxidante em larvas (72hpf) induzidos por LPS (lipopolissacarideo) do extrato etandlico de

Salvia plebeia R.Br. (Labiatae) e a inibi¢ao da atividade enzimatica (CAT e SOD).

2.7 Zebrafish com modelo animal para estudos com plantas medicinais

Alguns trabalhos ja foram realizados utilizando o zebrafish como modelo experimental
em investigacdo, empregando extratos e os Oleos essenciais de plantas medicinais, sendo
demonstrado na tabela 3, apresentando a eficacia da utilizagdo do zebrafish em pesquisas

cientificas com espécies vegetais (FIGURA 16).

Tabela 3 — Analises cientificas com plantas medicinais utilizado modelo zebrafish
MECANISMO/DOENCA PLANTAS MEDICINAIS /AUTORES
Angiogénese Moricandia sinaica Boiss. (FAROOQ et al., 2020); Dalbergia
odorifera T.C. Chen (FAN et al. 2017) e Thuja orientalis L.
(BREETA et al., 2018).

Ansiolitico Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke (MELO et al., 2019) e
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (HACKE et al., 2020).

Doenga de Alzheimer Streblus asper Lour. (SINGSAI et al., 2021).
Melanogénese Ligusticum sinense Oliv. (CHENG et al., 2018); Eurya
emarginata (Thumb) Makino (KIM et al., 2014); Arctium lappa
L. (PARK etal., 2013) e Rhanterium suaveolens Dest. (CHELLY
etal., 2021).
Anti-hiperglicémica Centella asiatica (L.) Urb. (HAYATI et al., 2021).

Anticonvulsivante Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (HACKE et al., 2021) e
Magnolia officinalis Rehder & E.H. Wilson (LI et al., 2020).

Hepatotoxicidade Prunus jamasakura Siebold ex Koidz (KOMAKECH et al.,
2020) e Terminalia chebula Retz. (FENG et al., 2021).

Antidiabético Urtica dioica L., Apium graveolens L. e Zingiber officinale
Roscoe (GUTIERREZ et al., 2021).

Dietético Origanum vulgare L. (RASHIDIAN et al., 2021).
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“continua”

Antioxidante Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (HACKE et al., 2021); Salvia
plebeia R. Br. (XIONG et al., 2019) e Trachyspermum ammi (L.)
Sprague (KIM; SHARMA; KANG, 2017).

Toxicidade Curcuma longa L. (ALAFIATAYO et al., 2019); Carpesium
abrotanoides L. (XIA et al., 2017a); Carthamus tinctorius L.
(XIA et al., 2017b); Trachyspermum ammi (L.) Sprague (KIM;
SHARMA; KANG, 2017); Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (KHAN
et al, 2021) e Mangifera indica L. (GANGULY;
CHAKRABORTY; SENGUPTA, 2020).

Regeneracdo de cauda Piper sarmentosum Roxb (ABIDIN et al., 2020).

Apoptose celular Carpesium abrotanoides L. (XIA et al., 2017a); Carthamus
tinctorius L. (XIA et al., 2017b); Trachyspermum ammi (L.)
Sprague (KIM; SHARMA; KANG, 2017) e Dodonaea viscosa
(L.) Jacq. (KHAN et al., 2021).

Anti-inflamatorio Salvia plebeia R. Br (XIONG et al., 2019); Arnica montana L.,
Calendula officinalis L., Chamaemelum nobile (L.) All.,
Harpagophytum procumbens DC. ex Meisn., Matricaria recutita
L., Capraria biflora L., Syzygium montanum Aubrév., Schefflera
chimbuensis. (CORDERO-MALDONADO et al., 2013);
Naravelia zeylanica (L.) DC. (EKAMBARAM; PERUMAL;
PAVADAI, 2017) e Thymus vulgaris L. (POLEDNIK; KOCH;
FELZIEN, 2018).

Fonte: Do autor (2022).

FIGURA 16 — Andlises cientificas realizadas utilizado o modelo zebrafish em pesquisas com
plantas medicinais
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Fonte: Adaptado de Trigueiro et al. (2020).
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2.8 Processo inflamatoério

A inflamagdo ¢ uma sequéncia de resultados imunologicos a infec¢do e lesdao, sendo,
uma medida de protecdo natural do corpo humano na defesa contra antigénicos estranhos,
patogenos, toxinas ou lesdes teciduais, afim de evitar a disseminagcdo do mesmo para outras
regides do organismo. Durante o processo de inflamagao, sinalizagdes moleculares determinam
se as células inflamatorias sofreram migracgao, proliferacdo, reparo, diferenciagdo, ativagio ou
liberacao (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012; RIELLA et al., 2012). No processo inflamatério
envolve alguns elementos como, células presente no tecido, vasos sanguineos, proteinas e
células imunologicas (macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e fagocitos mononucleares)
(BHATTACHARYA et al., 2013; CRUVINEL et al., 2010).

Existem dois tipos de inflamagdes a cronica e aguda, o primeiro tipo ¢ um fendmeno
persistente indesejavel, que pode ocasionar o surgimento de doengas inflamatdrias, como a
artrite reumatoide, cancer, asma e doengas autoimunes. A inflamacdo cronica ¢ um processo
longo que envolve linfocitos, macrofagos e plasmocitos. Entanto, a inflamagdo aguda ¢ um
processo benéfico, estando relacionado a resposta contra patdogenos infecciosos, apresentando
como sintomas de defesa, vermelhiddo, inchago, dor e calor na regido afetada (BARNES, 2006;
CHIU et al., 2012; QAMAR et al., 2021).

A inflamagdo aguda se caracteriza por ser um processo rapido, acontecendo em horas
ou dias com dominancia do envolvimento dos neutrofilos. Esta inflamacdo ocorre seguindo
quatros processos principais (FIGURA 17): (a) invasao de estimulos infecciosos provocados
pelos indutores exdgenos (Exemplo; patdogenos, bactérias, virus e compostos toxicos) ou
endogenos (cristais de urato monossodico e pirofosfato de célcio di-hidratado); (b) identificacao
dos agentes contaminantes pelos sensores (receptores especificos, como exemplo o Toll-like).
(c) ativagdo de mediadores inflamatorios (histamina, serotonina e os eicosanoides) e (d)
modula¢do por meio dos mediadores dos tecidos-alvos (LON; LIU; JUSKO, 2012; SANTANA;
SANTANA, 2001).
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Figura 17 - Os quatro principais componentes da via inflamatoria
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Fonte: Adaptado de Lon, Liu e Jusko (2012).

O processo inflamatério ¢ uma resposta altamente coordenada, como mencionado
anteriormente na inflamacdo aguda. Este mecanismo envolve a liberacdo de citocinas,
quimiocinas, mediadores lipidicos e células imunolédgicas, sendo estas etapas divididas em trés
fases, resumidamente: recrutamento, pico inflamatério e resolucido. Durante o recrutamento, os
macrofagos e neutréfilos migram em direcao ao local da inflamacdo, apds terem sido ativados
por estimulos inflamatorios, respondendo a varios quimiocinas, por exemplo, a interleucina-8
(IL-8). Depois do recrutamento das células imunoldgicas para o local inflamado, os neutroéfilos
matam os patogenos invasores através do processo da fagocitose, liberando armadilhas
extracelulares e gerando ERO (YANG et al., 2018).

Assim sendo, o recrutamento dos macrofagos e neutrofilos para o local afetado ¢
considerado o pico da inflamagdo aguda (WITKO-SARSAT et al., 2000). A migragdo dos
neutrofilos € essencial para respostas fisiologicas a lesdes e infecgcdes do local afetado, no
entanto sua ac¢do descontrolada e excessiva conduz para a inflamacdo crdnica (persistente)
(YANG et al., 2018).

Durante a etapa de resolucdo, exige a elimina¢do dos neutrdfilos, através da morte
celular programada (apoptose) mediando a eliminacdo segura destas células, por meio do
engolfamento de macréfagos e/ou mediante a migragdo de neutréfilo reserva ou remogdo em
exsudatos inflamatoérios para fora do tecido inflamado; a apoptose também produz mensagens
que tem a capacidade de anular o recrutamento de neutréfilos. Deste modo, acompanhar o
nimero e a atividade de migragdo de macréfagos e neutrdfilos € uma maneira eficiente para
avaliar as respostas inflamatérias agudas. O processo de desativar os neutrdfilos envolve a

inativagdo de medicadores e mudanga no padrao da producao de quimiocinas (AMULIC et al.,

2012; HENRY et al., 2013; YANG et al., 2018; WITKO-SARSAT et al., 2000).
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2.8.1 Papel dos neutrofilos na inflamacgéao

Os neutroéfilos sao células imunoldgicas abundantes no sangue periférico e apresentam
nucleos polimorficos. Atuam como vigilantes do sistema imunoldgico inato, e estdo sempre
prontos para serem recrutados para o local da infeccdo, uma das fun¢des dos neutrodfilos €
fagocitar patogenos e destrui¢do intracelular (FARRERA; FADEEL, 2013; HENRY et al.,
2013). A cascata de recrutamento ¢ mediada pela interagao entre receptores encontrados nos
neutréfilos com ligantes presentes na superficie inflamada, este processo segue os seguintes
passos: (a) fixacdo dos neutréfilos ao endotélio ativado; (b) rolagem do neutréfilo; (c)
interrup¢do na rolagem com o acompanhamento de propagacao celular (d) rastejamento das
células ao longo do endotélio e (e) transmigracdo dos neutréfilos para o tecido celular. Onde ira
ocorrer em seguida, a ativacdo completa dos neutrofilos iniciando o processo da fagocitose do
patogeno através EROs, degranulacao e geracao de armadilhas extracelulares (FIGURA 18)
(MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014).

Figura 18 - Cascata de adesdo em varias etapas de recrutamento de neutr6filos
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Fonte: Adaptado de Mayadas, Cullere ¢ Lowell (2014).

Apos a neutralizacdo do patogeno os neutrdofilos devem ser removidos para que ocorra
a finalizacdo da inflamacdo, em caso de persisténcia dos neutrofilos como na inflamagao
cronica eles podem causas danos irreversiveis aos tecidos pela liberagdo de granulagdes toxicas
(YANG et al., 2018). As c¢lulas neutrofilicas, podem ser identificadas na circulagdo sanguinea
de 6 a 12 horas antes de irem para o tecido e neste local podem sobreviver 1-2 dias, estando
entre as células com vida mais curta do corpo humano. Sua meia-vida pode ser estendida devido

a acdo de microrganismo e da propria inflamacdo, podendo prolongar este ciclo por 2 a 6 dias
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devido ao retardo da apoptose (AMALUC et al., 2012; MAYADAS; CULLERE; LOWELL,
2014; SILVA, 2015; SILVA; COSTA, 2020; ROSALES, 2018).

Os farmacos com atividade anti-inflamatdéria como os pertencentes a classe dos nao-
esteroidais e os glicocorticoides baseiam sua posologia na inibicdo da produgdo ou acio dos

mediadores ou inibe o recrutamento e ativagao dos neutréfilos (FREITAS et al., 2019).

2.9 Anti-inflamatorio

Os anti-inflamatoérios sdo farmacos que impedem ou diminuem os sintomas da
inflamagao, sendo divididos em dois grupos, os anti-inflamatorios esteroidais e ndo-esteroidais
(AINESs). Os AINEs sdo constituidos por uma variedade de farmacos (TABELA 4), tendo como
acdo a inibicdo das sinteses de prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TX), por meio da
interrupgao das enzimas ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2), o que provoca
a inibicdo da conversdo do 4cido araquidonico em prostaglandinas, regulando assim, a
vasodilatagdo e a dor (SANTANA; SANTANA, 2001; SILVA; MENDONCA; PARTATA,
2014). Estes farmacos também podem atuar na sintese de leucotrienos (LT) por meio da

inativacao da enzima 5-lipoxigenase (FIGURA 16) (MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009).

Tabela 4 - Classificacdo dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais

GRUPO QUIMICO DROGA
SALICILATOS Acido acetilsalicilico (aspirina) e diflumisal.
SALICILATOS NAO ACETILADOS Salicilato de sodio, trissalicilato de colina e

magnésio, salsalato e acido salicilsalicilico.

DERIVADOS DA PIRAZOLONA Fenilbutazona, oxifenilbutazona, dipirona,
bumadizona e feprazona.

ACIDOS INDOLACETICOS Indometacina, sulindaco e etodolaco.

ACIDOS HETEROARILACETICOS Tolmetina e diclofenaco.

ACIDOS ARILPROPIONICOS Naproxeno, ibuprofeno, fenoprofeno,
cetoprofeno, flurbiprofeno e oxaprozina.

ACIDOS ANTRANILICOS Acido mefenamico e dcido meclofenamico.

ACIDOS ENOLICOS Piroxicam, tenoxicam e meloxicam.

ALCANONAS Nabumetona.

OUTROS Azapropazona (Apazona) e nimesulida

Fonte: Santana e Santana (2001).



Figura 19 - Cascata simplifica da do acido araquiddonico
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Os AINEs além de demonstrarem atividade anti-inflamatoria, também atuam como:
antipiréticos e analgésico (dependendo do farmaco) (SILVA; MENDONCA; PARTATA, 2014).
Mesmo diante destas agOes curativas, ecles exibem efeitos colaterais adversos como,
gastrointestinais, inibicdo da agregacdo plaquetaria, cardiovasculares e toxicidade hepatica e
renal (CHIU et al., 2012; LON; LIU; JUSKO, 2012). Diante destes efeitos colaterais, existem
varias pesquisas in vivo utilizando plantas medicinais como anti-inflamatorios, sendo verificado
a atividade anti-inflamatéria do dleo essencial em testes de edema da pata de rato induzida por
carragenina nas espécies Psidium guineense Sw. (Myrtaceae), Nigella sativa (Ranunculaceae)
e Bougainvillea glabra (Nyctinaginacea); (DWITA; YATI; GANTINI, 2019; NASCIMENTO
et al., 2018; OGUNWANDE et al., 2019). Realizando o mesmo teste mais induzido o edema
com substancias diferentes (12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), lipopolissacarideo e
formalina foi verificada a atividade para Pogostemon cablin (Blanco) Benth. (Lamiaceae),
Scutellaria baicalensis (Lamiaceae), Duguetia furfuracea (Annonaceae), Gynura procumbens
(Asteraceae) e Baccharis punctulata (Annonaceae) (ASCARI et al., 2019; HUANG et al., 2019;
LUO et al., 2019; SALDANHA et al., 2019).

O efeito anti-inflamatorio dos dleos essenciais pode estar atribuido a sua interagdo como

cascata de sinalizacao envolvendo as citocinas e atuando em fatores de regulacao da transcrigao
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e da expressao génica pro-inflamatoria. Os 6leos essenciais e/ou seus componentes majoritarios
isolados podem também atuar na inibi¢do da lipoxigenase, COX-2, prostaglandinas (PGE:) e
na sintese de leucotrienos (MIGUEL, 2010).

Por exemplo, (FIGURA 20), os oOleos essenciais de Aloe barbadensis Miller
(Asphodelaceae), Illlicium verum Hook f. (Illiciaceae), Citrus aurantium subsp. bergamia
(Risso) Wight & Arn. (Rutdceas), Cinnamomum zeylanicum Blume (Lauraceae), Eucalyptus
globulus Labill (Myrtaceae), Juniperus communis L. (Cupressaceae), Lavandula officinalis
Chaix & Kitt (Lamiaceae), Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) e Cananga odorata (Lam.) Hook.
F. et Thomson (Annonaceae) mostraram fortes efeitos inibidores da lipoxigenase. O 6leo de
Torreya nucifera Siebold et Zucc, (Taxaceae), sendo principalmente constituido por limoneno,

0-3-careno e a-pineno apresentou a capacidade de inibir a COX-2 e PGE> (MIGUEL, 2010).
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Figura 20 - Oleos essenciais e seus principais constituintes na modulacdo da resposta anti-
inflamatoéria

Simula¢do inflamatoéria

\ Membrana celular
Libemil\lo Protefnas quinases %

MPK, IKK

1 \
5-LOX # cox 7 NFgB/ B> 10

5 HEPTE——!

5-HETE LTB,, LTC,

>

Acido Araquidénico

degradagio do I, B

CR_EB AP-1 NFkB C/EBP
/Qdeo

Marcadores pro anti-inflamatorio

COX2 ——— | - 14

iNOS

TNF-a —_—

IL-1 A

IL-6 — S

Legenda: Elementos presente em cada nimero: (1) Aloe barbadensis Miller; lllicium verum; Citrus
bergamia; Cinnamomum zeylanicum; Eucalyptus globulus; Juniperus communis; Lavandalula
officinalis; Thymus vulgaris; Cananga odorata; Alpinia murdochii; Alpinia scabra; Alpinia pahagensis;
Helichrysum spp.; limoneno; acetato de linalilo; trans-B-cariofileno; 1,8-cineol; p-cimeno; timol;
eugenol; camazuleno; a-bisabolol; B-pineno; sabineno; y-selineno; a-selineno; a-panasineno. (2)
Torreya nucifera; limoneno; O6-careno; o-pineno. (3) Melaleuca alternifolia; Cinnamomum
osmophloeum; Cordia verbendcea; Cryptomeria japonica; Syzygium aromaticum; terpineno-4-ol;
cinamaldeido o-humuleno; kaureno; elemol; y-eudesmol; sabineno; Artemisia fukudo; o-tujona; [-
tujona; canfora; cariofileno; eugenol; Taxandria fragrans; 1,8-cineol; a-pineno; linalol; Pterodon
amarginatus; B-elemeno; germacreno-D; miristicina. (4) Cheistocalyx operculatus; Melaleuca
alternifolia; Cinnamomum osmophloeum; Cordia verbendcea; Artemisia fukudo; Cryptomeria japonica;
Cymbopogon citrarus; Pterodon amarginatus; Syzygium aromaticum; terpineno-4-ol; santolino;
espatulenol; 6xido de cariofileno; cinamaldeido; a-humuleno; kaureno; elemol; y-eudesmol; sabineno;
a-tujona; B-tujona; canfora; cariofileno; citral; B-elemeno; germacreno-D; eugenol; p-cimeno+timol;
carvacrol. (5) Cinnamomum osmophloeum; Cryptomeria japonica; Artemisia fukudo; Cymbopogon
citrarus; Rosmarinus officinalis; Taxandria fragrans; santolino; espatulenol; 6xido de cariofileno;
kaureno; elemol; y-eudesmol; sabineno; a-tujona; B-tujona; canfora; cariofileno; citral; 1,8-cineol; a-
pineno; p-cimeno; linalol; p-cimeno+timol; carvacrol. (6) 1,8-cineol. (7) terpineno-4-ol; eugenol; (-) —
linalol. (8) Teucrium montbreti; Teucrium brevifolia, Fortunella japonica; Citrus sinki; espatulenol; o-
cadineno; carvacrol; 6xido de cariofileno; limoneno. (9) Artemisia fukudo; cinamaldeido; anetol. (10)
Cordia verbenacea; Pimpinella corymbosa; Pimpinella tragium; Pimpinella rhodanta. (11) Artemisia
fukudo; citral; anetol; eugenol; isoeugenol. (12) Artemisia fukudo; Cleistocalyx operculatus; Juniperus
oxycedrus. (13) anetol. (14) Cryptomeria japonica; Abies koreana; Farfugium japonicum; Illicium
anisatum; linalol; acetato de bornil; limoneno; a-pineno; 1-undeceno; 1-noneno; B-cariofileno; 1,8-
cineol.
Fonte: Adaptado de Miguel (2010).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A Siparuna guianensis possui uma ampla utilizagdo etnofarmacologica, como anti-
inflamatorios, carminativas, estimulantes, antidispépticas, antiflatulento, estimulante e
diurética. Seus possiveis efeitos terapéuticos podem estar relacionados aos compostos quimicos
presente na folha desta espécie. No entanto, investigagdes in vivo sobre suas aplicagdes
medicinais e dados toxicoldgicos sdo escassos. Portanto, este estudo fornece base cientifica para
trabalhos de toxicidade, compostos quimicos e possivel efeito terapéutico dos extratos e 6leo

essencial de S. guianensis em zebrafish.
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Resumo

Os estdbmatos sdo importantes estruturas anatémicas presentes principalmente nas folhas das plantas,
sendo responsaveis na regulagdo de trocas gasosas. Estas estruturas sdo utilizadas na ciéncia para a
identificacdo de mudancas climaticas sofridas pelo vegetal, além de ser um indicador no controle de
qualidade de drogas vegetais. Este trabalho teve como objetivo quantificar e caracterizar os estbmatos em
folhas de Siparuna guianensis empregando-se dois métodos diferentes de captura de imagens. Para tanto
utilizou-se a Microscopia eletrnica de varredura e Microscopia 6ptica por meio da técnica de impresséo
da epiderme, sendo avaliados a densidade estomatica, indice estomatico, didmetro polar (DP) e equatorial
(DE) dos estématos e a relacdo entre DP/DE. Foi observado a presenca de estdmatos na epiderme nas
duas faces foliares com predomindncia na abaxial, permitindo classificar as folhas como
anfihipoestomatica. Notou-se também diferenca significativa nos testes avaliados da densidade
estomatica entre as faces abaxial e adaxial. Os estdmatos desta espécie sdo classificados com paracitico.
Palavras-chave: Negramina; Anatomia Foliar; Estomato; Anfihipoestomatica; Impressdo da Epiderme.

Abstract

The stomata are important anatomical structures present mainly in the plant leaves, being responsible for
the regulation of gas exchange. These structures are used in science to identify the climate changes
suffered by the plant, as well as being an indicator in the quality control of plant drugs. This work aimed
to quantify and characterize the stomata in Siparuna guianensis leaves using two different image capture
methods. To do so, scanning electron microscopy and optical microscopy was used, using the epidermis
imprinting technique. Stomatal density, stomatal index, polar diameter (PD) and equatorial diameter (ED)
of the stomata and the relation between PD/ED were evaluated. The presence of stomas was observed in
the epidermis on both leaf faces with predominance on the abaxial side, allowing the leaves to be
classified as anfihypoestomatics. There was also a significant difference in the evaluated tests of stomatal
density between the abaxial and adaxial faces. The stomata of this species are classified as paracytic.
Keywords: Negramina; Leaf Anatomy; Stoma; Anfihypoestomatics; Epidermis Impression.

Resumen

Los estomas son importantes estructuras anatomicas presentes principalmente en las hojas de las plantas,
siendo responsables de la regulacion del intercambio de gases. Estas estructuras se utilizan en la ciencia
para identificar los cambios climaticos sufridos por la planta, ademas de ser un indicador en el control de
calidad de los medicamentos vegetales. Este trabajo tuvo como objetivo cuantificar y caracterizar los
estomas en las hojas de Siparuna guianensis utilizando dos métodos diferentes de captura de imagenes.
Para ello, se utiliz6 la microscopia electronica de barrido y la microscopia 6ptica, utilizando la técnica de
impresion epidérmica. Se evaluod la densidad estomatica, el indice estomatico, el didmetro polar (DP) y
el didmetro ecuatorial (DE) de los estomas y la relaciéon entre DP/DE. La presencia de estomas en la
epidermis se observd en ambas caras de la hoja, con predominio en la abaxial, lo que permitié clasificar
las hojas como anfihipostomatica. También se observo una diferencia significativa en las pruebas
evaluadas de densidad estomatica entre las caras abaxial y adaxial. Los estomas de esta especie se
clasifican como paraciticos.

Palabras clave: Negramina; Anatomia de La Hoja; Estomas; Anfihipostomatica; Impresion de la
Epidermis.

1. Introducao

Os estomatos sdo estruturas morfologicas microscopicas, encontradas na camada epidérmica de orgdos
vegetais principalmente nas folhas, compostas por duas células estomaticas (células-guarda) que circundam uma
abertura, o ostiolo (poro ou fenda). Sdo importantes para a regulacdo das trocas gasosas da planta, devido a abertura
dos ostiolos em resposta as mudangas no ambiente. Os estdmatos, além de serem o local responsavel pelas trocas
de oxigénio e gas carbonico (CO,) é também onde ocorre a difusdo d’adgua na transpiragdo vegetal (Barbosa, Porto,
& Bertolde, 2018; Zoulias et al., 2020).

Estas estruturas sfo bastante sensiveis as variagdes ambientais, como luz, agua, temperatura ¢ a
concentragdo de gas carbonico. A presenca de luz, por exemplo, regula positivamente o desenvolvimento
estomatico, podendo levar a alteragdes na densidade e indice estomatico (Zoulias et al., 2020). Uma baixa

densidade estomatica restringe a difusdo vertical de CO» por meio da folha e reduz as taxas fotossintéticas, no
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entanto, a alta densidade estomatica provoca a diminui¢cdo da difusdo de CO, causando a baixa assimila¢do de
carbono (Simon et al., 2020).

E importante conhecer a morfologia e as caracteristicas dos estdmatos, pois estes permitem ao vegetal
otimizar e balancear a fotossintese como no uso e disponibilidade da 4gua ajustando-se as condigdes ambientais
(Calvo et al., 2020), e na utilizacdo de caracteristicas epidérmicas das plantas como indicadores de poluigdo
ambiental (Gahlot & Khanna, 2019), além de ser um parametro utilizado para identificar espécies,
morfologicamente parecidas, empregadas em medicamentos a base de folhas (Bashir et al., 2020)

Mesmo diante do exposto sobre a importancia do conhecimento dos estomatos existem espécies vegetais
com escassez de estudos, entre elas a Siparuna guianensis Aubl., (Siparunaceae), um arbusto ou arvoreta
aromatica, conhecida popularmente como “negramina”, “folha-santa”, “marinheiro”, “limao-bravo” e “capitin”. E
uma planta neotropical, sendo encontrada em diferentes dominios fitogeograficos no Brasil, como no bioma
Cerrado, Amazodnia, Pantanal, Caatinga e Mata Atlantica. As folhas de S. guianensis possuem indicagdes
etnobotanicas/etnofarmacologicas como carminativas, estimulantes, anti-dispépticas, diuréticas, dores no corpo,
sinusite, febre, reumatismo, distirbios inflamatorios e enxaqueca (Almeida et al., 2021; Carvalho et al., 2020;
Ferreira et al., 2020; Peixoto, Lirio & Pignal, 2020; Moura et al., 2020; Valentini, Rodriguez-Ortiz, & Coelho,
2010).

Devido a escassez de trabalhos morfo-anato-ecologicos realizados com esta espécie vegetal, este trabalho

teve como objetivo quantificar e caracterizar os estomatos em folhas de Siparuna guianensis.

2. Metodologia

Neste trabalho, foram utilizadas duas técnicas de capturas de imagem: microscopia Optica (MO) e
microscopia eletronica de varredura (MEV) em folhas de Siparuna guianensis. O material vegetal utilizado foi
identificado pela doutora Ariane Luna Peixoto e o doutor Manuel Losada Gavilanes e uma amostra (exsicata) de
material fértil foi depositada no Herbario PAMG, (Herbario da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
— EPAMIG, Belo Horizonte, MG), que ¢ considerado herbario fiel depositario, com o nimero de registro 58647.

As folhas foram coletadas no periodo da manhd em Remanescente de Floresta Estacional Semidecidual
localizado no Horto de Plantas Medicinais da Escola de Ciéncias Agrarias de Lavras (ESAL) do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras - UFLA (21° 14’ 42” S; 45° 0’ 00 W, 919 metros de
altitude). Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Agricultura — DAG, ESAL/UFLA, no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural do
Departamento de Fitopatologia — DFP, ESAL/UFLA e no Laboratério de Anatomia Vegetal do setor de Botanica
Estrutural do Departamento de Biologia (DBI) do Instituto de Ciéncias Naturais ICN/UFLA.

Microscopia optica (MO)

Utilizou-se a técnica de impressdo da epiderme, em 12 folhas plenamente desenvolvidas, que foram
coletadas no 4° ¢ 5° nd, a partir do apice do ramo; as folhas foram fracionadas, em terco apical, mediano e basal e
fixadas em etanol 70% por 72 horas (Jensen, 1962). Foram obtidas impressdes das epidermes das faces adaxial e
abaxial, utilizando-se adesivo instantineo (TEK® BOND); as impressdes foram utilizadas para a montagem de
laminas semipermanentes (Segatto et al, 2004) que foram observadas em microscépio de luz (Olympus CX 31,

Olympus Optical) acoplado a camera fotogréafica digital (modelo Eurekam 3.0, Bel Engineering).
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Microscépia eletrénica de varredura (MEV)

Foram coletadas 12 folhas plenamente desenvolvidas no 4° e 5° ng, a partir do &pice do ramo; foram
retirados fragmentos na regido mediana entre a nervura primaria e o bordo da lamina foliar, fixadas em solucéo de
Karnorvsky modificado (2,5% glutaraldeido, 2% paraformaldeido em tamp&o cacodilato de sddio a 0,05M, pH 7,2
e Cloreto de célcio (CaCl,) 0,001 m) por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras foram lavadas em cacodilato
por 3 vezes, durante 10 minutos e desidratadas em uma série de solugdes de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%, este
Gltimo por 3 vezes) durante 10 minutos. As amostras foram secadas com diéxido de carbono em um secador de
ponto critico (CPD Bal-tec 30), e, em seguida, montadas em suportes (stubs) com fita dupla face de carbono.
Posteriormente, foram revestidos com uma camada de ouro de 20 nm por evaporagéo a vacuo (Bal-TEC SDC 50).
Os stubs prontos foram observados no microscépio eletrénico de varredura Leo Evo40 XVP (Carl Zeiss, Germany)
(Alves & Perina, 2012).

Analise dos estomatos

A partir destas técnicas foram obtidas eletromicrografias e fotomicrografias das faces adaxial e abaxial
das folhas, sendo mensurados os seguintes parametros: didmetro polar dos estdmatos (um); diametro equatorial
dos estdmatos (um); a relagdo entre didmetro polar/equatorial (DP/DE); densidade estomatica (mm?) e
porcentagem do indice estomatico. As contagens e medic¢Oes foram feitas utilizando software de analise de imagem
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) (Martin et al., 2013) calibrado com régua
microscopica fotografada nos mesmos aumentos das fotografias (Gavilanes et al, 2020).

O calculo do indice estomatico foi realizado de acordo com a férmula: % indice Estomatico = nimero de
estdmatos / (nimero de estdmatos + namero de células epidérmicas) X 100 e a Densidade Estomatica = estdmatos
totais/mm? (Zoulias et al., 2020).

Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste Scott-

Knott com nivel de significancia de 5% usando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2011).

3. Resultados

As folhas de Siparuna guianensis possuem laminas foliares simples, de consisténcia membranécea, de
margens lisas, dispostas em filotaxia oposta; peciolo de 0,5-1,5 cm de comprimento, sdo alongadas a elipticas ou
lanceoladas, com 10,0-22,0 (-30) x 4,0-10,0 (-11) cm, base obtusa, apice acuminado, inclinado 0,5-1,0 cm de
comprimento, a superficie inferior com 9-12 pares de nervuras secundérias levemente salientes (Rennes &
Hausner, 2005), apresentando caracteristicas visuais que facilitam a diferenciacdo da face adaxial da abaxial. A
superficie adaxial apresenta uma coloracdo esverdeada mais escura (Figura 1A), enquanto a abaxial & mais clara
(Figura 1B).
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Figura 1. Superficie adaxial (A) e abaxial (B) da lamina foliar de Siparuna guianensis

27,61 cm

Fonte: Autores (2021).

A Siparuna guianensis, apresenta estdmatos na epiderme das duas faces foliares: adaxial (Figura 2A e C)

e abaxial (Figura 2B e D), mais frequentes na face abaxial o que permite classificar a folha como

anfihipoestomatica. Os estdmatos séo classificados como paraciticos.

Figura 2. Imagens dos estdmatos da folha de Siparuna guianensis.

Legenda: Impressdes da epiderme - Microscopia Optica: A. face adaxial, B. face abaxial; Microscopia eletronica

de varredura: C. face adaxial e D. face abaxial.
Fonte: Autores (2021).
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Na analise estomatica, ambos os testes verificados apresentaram diferencas significativas entre as faces,
pois como mencionado anteriormente esta espécie apresenta maior nimero de estdmatos na face abaxial, sendo
em média observados 8 a 14 estdmatos por area (um?); também foi averiguada diferencas entres os métodos de
captura, mas isto ja era esperado, pois cada microscopio atinge aumentos diferentes. No MEV os estdmatos foram
avaliados em aumento de 1.000 vezes (apresentado a area da eletromicrografia de 25,52 um?) e no MO utilizou-
se um aumento de 200 vezes (obtendo-se uma area de 12,39 pm? na fotomicrografia).

A densidade estomatica, que € representada pelo nimero de estdmatos por mm?, exibiu na face abaxial
das eletromicrografias obtidas pelo MEV o valor de 204,16+7,04 mm? e na impressdo de epiderme foi de

162,08+8,94 mm?; ndo havendo, diferenca significativa entre os tratamentos na face adaxial (Tabela 1).

Tabela 1. Densidade estomatica, didmetro polar, equatorial e DP/DE da folha de Siparuna guianensis sobre

diferentes técnicas histolégicas.

Densidade Diimetro Diimetro

Técnicas histologicas  Face foliar estomatica (mm?)  polar (um)  equatorial (um) DP/DE (um)
MEV Adaxial 27,85+2,14c 22,37+0,88c 14,39+0,76¢ 1,6+0,10a
Impressdo epidérmica 15,48+1,62¢ 24,54+0,90b 17,86+0,59a 1,39+0,07b
MEV Abaxial 204,16+7,04a 19,57+0,58d 12,16+0,39d 1,65+0,08a
Impressao epidérmica 162,08+8,94b 27,80+0,75a 16,14+0,29b 1,73+0,05a
CV (%) 25,24 13,65 13,05 19,82

Meédia+erro padrao, seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05
segundo o teste de Scott-Knott. (face abaxial n=24 e adaxial n=12).
Fonte: Autores (2021).

Os diametros polar e equatorial (Tabela 1) foram mensurados em estdmatos que apresentaram ostiolo
fechado. Estas varidveis demostraram resultados diferentes nas faces da folha de Siparuna guianensis, exibindo
didametro maior nos estdmatos obtidos na técnica da impressdo de epiderme, sendo de 27,80+0,75 um (abaxial) e
24,54+0,9 um (adaxial) para o didmetro polar; 17,86+0,59 um (abaxial) e 16,14+0,29 um (adaxial) no equatorial.
Na relagdo entre DP/DE somente a face adaxial obtida por impressdo da epiderme apresentou variagdo entre o0s
tratamentos (1,39+0,07 pum).

Nas eletromicrografias obtidas no MEV, foi possivel realizar a contagem das células comuns da epiderme
para calcular a porcentagem de indice estomatico (I.E). J& a técnica de impressdo da epiderme obtida no MO nédo
foi um método viavel para a Siparuna guianensis, pois impossibilitou a visualizag8o nitida das células comuns da
epiderme em algumas fotomicrografias (Figura 3). O L.E (%) apresentou diferenga entre as faces da folha de
21,2+0,72 (abaxial) e 3,5+0,28(adaxial) (Grafico 1).
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Fonte: Autores (2021).

Gréfico 1. Indice estomético (%) da regido mediana da folha de Siparuna guianensis
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Média seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05 segundo o teste de Scott-
Knott.
Fonte: Autores (2021).

Avaliou-se também a presenca de estdmatos nas porcdes apice, meio e base da folha de Siparuna
guianensis em suas diferentes faces, pelo método de impressédo da epiderme; os resultados estdo demonstrados na
Tabela 2. Foi verificada diferenca significativa entre as faces foliares, mas ndo havendo diferenga entre os
tratamentos na analise da densidade estomatica; apresentando somente variagdes no diametro polar na area
localizada na base foliar da face abaxial (30,79+0,89 pum) e no didmetro equatorial na base da face adaxial
(19,36+0,79 pm).
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Tabela 2. Densidade estomatica, diametro polar, equatorial e DP/DE da folha de Siparuna guianensis pela técnica

de impressédo da epiderme.

l}:;gi;aro ff‘)zlli;er Denmda(tlele I::lszgomatlca Dlam(eltll‘l(:)polar Dlamet?:l I(ii])uatorlal DP/DE (um)
Apice 15,47+1,62b 22,71+1,03¢ 17,57+0,34b 1,29+0,06¢
Meio Adaxial 15,48+1,62b 24,5340,90c 17,86+0,59b 1,344+0,07¢
Base 15,43+1,61b 25,82+1,37¢ 19,36+0,79a 1,38+0,07¢
Apice 167,64+12,51a 28,20+0,73b 15,21+0,29¢ 1,87+0,07b
Meio Abaxial 162,08£8,94a 27,80+0,75b 16,14+0,29¢ 1,73+0,05b
Base 172,85+9,39a 30,79+0,89a 15,34+0,34c¢ 2,03+0,08a
CV (%) 35,98 14,15 10,43 17,35

Médiaterro padrio seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05
segundo o teste de Scott-Knott. (face abaxial n=24 e adaxial n=12).
Fonte: Autores (2021).

4. Discussao

As folhas da espécie Siparuna guianensis, apresentam estdmatos em ambas a faces foliares abaxial e
adaxial, com predominéncia na face abaxial, sendo a folha classificada com anfihipoestomatica. Os estomatos sdo
classificados como paraciticos, denominados desta maneira por apresentarem em torno de sua estrutura duas
células subsidiarias (anexas), localizadas de forma que seu eixo longitudinal fica paralelo ao da célula-guarda
(Alquini et al., 2006). No trabalho desenvolvido por Bieras e Sajo (2009), realizado por meio de se¢des transversais
da regido mediana do é4pice foliar e clarificado com hipoclorito de sodio (20%) de laminas da folha de Siparuna
guianensis, esses autores verificaram a presenga de estdmatos somente na face abaxial classificando as folhas
como hipoestomaticas, resultado diferente foi obtido neste trabalho, sendo verificado em média 1,25 estomatos
por unidade de 4rea nas eletromicrografias da face adaxial.

Na analise da densidade estomatica de acordo Barbosa, Porto e Bertolde (2018), a maior densidade pode
estar relacionada quando as folhas sdo expostas a alta incidéncia de luz ou quantidade baixa de agua, estando
relacionado ao controle da condutividade estomatica. Isto se justifica porque a Siparuna guianensis apresentou
poucos estomatos devido ao ambiente onde ela se encontra um Remanescente de Floresta Estacional Semidecidual,
com auséncia de irradiacdo solar diretamente sobre a planta, devido ao sombreamento ocasionado por outras
espécies. Este aumento de sombra da planta provoca a diminui¢do no numero de estdmatos, mas apresenta aumento
na area foliar (Gobbiet al., 2011; Lima Jr. et al., 2006). Diante de alguns trabalhos cientificos a Siparuna guianensis
¢ classificada como climax tolerante a sombra (Nunes et al., 2003; Pinto et al., 2005).

A relacdo entre os DP e DE fornece um indicativo da forma como é o formato dos estdmatos, quanto
maior a relacdo DP/DE, mais elipsoide € seu formato, sendo maior sua fungao; ao contrario, quanto menor for esta
relacdo menor sera seu formato e fungdo (Grisi et al., 2008; Oliveira & Miglioranza, 2013). Mesmo utilizando
métodos diferentes de captura das imagens dos estdmatos da Siparuna guianensis, eles apresentaram mesmo
formato nas faces abaxial de acordo com a relacdo DP/DE.
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5. Consideracoes Finais

Os estudos que envolvem caracterizacdo dos estdmatos sdo importantes e auxiliam na identificacdo das
espécies e podem ajudar nos critérios de analise do controle de qualidade de produtos vegetais, considerados
medicinais, a base de folhas, além de compreender os impactos das mudancas ambientais na planta.

A Siparuna guianensis ¢ uma espécie anfihipoestomatica ¢ os estdmatos presentes nas folhas sdo do tipo
paracitico.

Faz se necessario a realizagdes de mais estudos, futuros, no aspecto botanico da Siparuna guianensis em
relacdo aos tecidos constituintes das suas folhas, da estrutura da venagdo foliar e de seus frutos, sementes e casca

do caule.
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RESUMO

Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae) ¢ uma planta aromatica, popularmente conhecida
como ‘“negramina”, “folha-santa” e “capititi”’; ¢ uma espécie lenhosa que ocorre em diferentes
dominios fitogeograficos no Brasil. As folhas desta espécie possuem indicagdes
etnobotanicas/etnofarmacoldgicas como no combate a flatuléncia, dores reumaticas, febre e
anti-inflamatodria. Neste sentido, objetivou-se identificar a presenca de substancias quimicas e
as caracteristicas morfoanatomicas das folhas de S. guiansenis. Foram utilizadas diferentes
técnicas histoquimicas na identificagdo de lipidios totais, alcaloides, compostos fenodlicos,
tanino, amido, lignina e cristais de oxalato de célcio e na andlise morfoldgica foi utilizada a
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de luz (ML). Foi identificada a
existéncia de tricomas do tipo tectores estrelados na epiderme abaxial e a presenca de
metabolitos secundarios, como compostos fenodlicos, alcaloide, tanino e lignina pelo método
histoquimico. Desta forma, o presente estudo contribui de forma significativa para a
identificacao da espécie, bem como fornece dados para o controle de qualidade dos produtos
fitoterapicos produzidos a partir desta espécie medicinal.

Palavras chaves: Compostos fendlicos. Tricoma estrelado. Negramina. Planta medicinal.
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ABSTRACT

Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae) is an aromatic plant, popularly known as
"negramina", "folha-santa" and "capitit"; it is a woody species that occurs in different
phytogeographic domains in Brazil. The leaves of this species have ethnobotanical/
ethnopharmacological indications such as to combat flatulence, rheumatic pain, fever, and anti-
inflammatory. In this sense, the objective was to identify the presence of chemical substances
and the morphoanatomical characteristics of S. guiansenis leaves. Different histochemical
techniques were used in the identification of total lipids, alkaloids, phenolic compounds, tannin,
starch, lignin and calcium oxalate crystals and in the morphological analysis, scanning electron
microscopy (SEM) and light microscopy (LM) were used. The existence of stellate tector
trichomes was identified in the abaxial epidermis and the presence of secondary metabolites,
such as phenolic compounds, alkaloid, tannin and lignin by the histochemical method. Thus,
the present study contributes significantly to the identification of the species, as well as
providing data for the quality control of herbal products produced from this medicinal species.

Keywords: Phenolic compounds. Stellate trichome. Negramina. Medicinal plant.
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1. INTRODUCAO

Siparunaceae ¢ uma familia desmembrada da familia Monimiaceae; nela encontram-se
plantas de habito arbéreo ou arbustivo, com folhas simples, elipticas (exceto em Siparuna
monogyna (Poepp. & Endl.) A. DC), verticiladas ou opostas, margens inteiras, denteadas ou
serreadas sem estipulas. Algumas espécies sdo glabras enquanto outras apresentam varios tipos
de tricomas nas folhas ou/e ramos, sendo tricomas simples, estrelados ou escamosos (SILVA;
SILVA, 2008). As inflorescéncias sdo cimosas apresentando flores ndo vistosas, actinomorfas
ou assimétricas, monoclamideas e receptaculo floral bem desenvolvido. No Brasil, a familia
Siparunaceae ndo esta presente somente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(HALL; MEIRELLES, 2017; SILVA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2021).

O género Siparuna é composto por espécies aromaticas, sendo encontradas na forma de
arbustos sarmentosos, arvoretas ou arvores, monoicas ou dioicas, com folhas decussadas ou
vericuladas e is6filas. Flores unissexuais, frutos carnosos, normalmente globosos, ocorrendo
sua abertura a partir do dpice, apresentando cheiro pungente. Sdo identificadas no Brasil as
espécies: Siparuna bifida (Poepp. & Endl.) A.DC., Siparuna guianensis Aubl., Siparuna
krukovii A.C.Sm., Siparuna poeppigii (Tul.) A.DC., e Siparuna ficoides S.S. Renner & Hausner
(HALL; MEIRELLES, 2017).

A espécie Siparuna guianensis (sinonimias Citriosma discolor Poepp & Endl;
Citriosma guianensis Aublet; Citriosma glubrescens Mart, Siparuna discolor (Poepp. & Endl.)
A.DC.; Siparuna arianeae M.V.L. Pereira; Siparuna cavalcantei Jangoux e Siparuna
panamensis A.DC.) é uma planta aromatica, conhecida vulgarmente como “capitiu”,
“negramina”, “catingueira-de-paca”, “fedegoso”, “limdo-bravo” e “erva-santa”, sendo suas
folhas empregadas na medicina tradicional como carminativas, diuréticas, disturbios
inflamatorios, enxaqueca, dores do corpo, sinusite, febre, dores reumaticas e inseticida
(ALMEIDA et al., 2021; CARVALHO et al., 2020; FERREIRA et al., 2020; MOURA et al.,
2020; SANTOS et al., 2022; VALENTINI et al., 2010).

Diante do fato das plantas medicinais serem utilizadas popularmente no tratamento de
diversas enfermidades como no caso da Siparuna guianensis, estas plantas podem ser
empregadas de maneira erronea devido a falta de identificagdo correta e, em algumas situagdes
as espécies apresentam semelhancas morfologicas o que impede o reconhecimento destas,
Assim, se faz indispenséavel o estudo anatdmico para facilitar a comprovagao das espécies, bem
como realizacao de analises histoquimicas para detectar substancias quimicas presentes em

tecidos e células na estrutura vegetal (caule, semente, fruto e folha) (BETIM et al., 2020;
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CONCEICAO; AOYAMA, 2016).

A caracterizagdo dos aspectos anatomicos de drgaos vegetais pode oferecer informacgdes
para a melhor descrigdo botanica, especialmente, quando a espécie apresenta potencial
farmacoldgico e atividade inseticida (BRITO et al., 2011). A identificagdo correta dos tricomas
contribui na descri¢cdo detalhada do farmacogeno, principalmente quando esta estrutura se
encontra fragmentada, triturada ou mesmo pulverizada auxiliando no controle de qualidade do
material vegetal (GUERREIRO et al., 2016).

Portanto, objetivou-se identificar a presenca de substancias quimicas através de testes

histoquimicos e a identificagdo morfoanatomica das folhas de Siparuna guianensis.
2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado com laminas foliares de Siparuna guianensis (registro da
exsicata — PAMG 58647 - Herbario da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado de Minas
Gerais — EPAMIG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) (FIGURA 1), obtidas do quarto e
quinto n6 de ramos plenamente desenvolvidos, coletadas em um Remanescente de Floresta
Estacional Semidecidual localizado no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de
Agricultura — DAG da Escola de Ciéncias Agrarias - ESAL da Universidade Federal de Lavras
-UFLA, Lavras, Minas Gerais, Brasil (21° 137 48.8”° S; 44° 58°28.5” W).

Figura 1 - Fotografia de Individuo de Siparuna guianensis localizado em um Remanescente de
Floresta Estacional Semidecidual.
Y R

Legenda: Fotografia A) arvoreta de S. guianensis; B) folha na face adaxial e C) folha na face abaxial.
Fonte: Do autor (2022).
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2.1. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para caracterizar o tipo de tricoma presente nas folhas de Siparuna guianensis foi
utilizado o microscopio eletronico de varredura Leo Evo40 XVP (Carl Zeiss, Germany). As
folhas coletadas (n=12) inicialmente foram fixadas em solu¢do de Karnorvsky modificado
(2,5% glutaraldeido, 2% paraformaldeido em tampao cacodilato de sodio a 0,05M, pH 7,2 e
Cloreto de célcio (CaClz) 0,001 m) durante 24 horas. Apos esse periodo, as amostras foram
lavadas em cacodilato (3 vezes por 10 minutos) e desidratadas em uma série de solucdes de
acetona (25, 50, 75, 90 e 100% durante 10 minutos). A secagem das amostras foi completada
com didxido de carbono em um aparelhor de ponto critico (CPD Bal-tec 30), e, em seguida, as
amostras foram montadas em suportes de aluminio (stubs) com fita dupla face de carbono. Por
fim, os espécimes foram revestidos com uma camada de ouro de 20nm por evaporacao, em
vacuo em aparelho SDC 50 (Bal-TEC) (ALVES; PERINA, 2012).

Ap6s a obten¢do das eletromicrografias (n=36) da face abaxial foi realizada a contagem
do nimero, medi¢cdo do comprimento e largura das hastes do tricoma com auxilio do software
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) (MARTIN et al., 2013)
calibrado com régua microscopica fotografada nos mesmos aumentos das fotografias

(GAVILANES et al., 2020), posteriormente calculado o erro padrao.

2.2. Corte em nitrogénio liquido

As amostras da regido mediana da nervura central, depois de fixadas em solugdo de
Karnorvsky modificado, foram transferidas para glicerol 30% por 30 minutos. Em seguida
imersas em nitrogénio liquido e cortadas com um bisturi. Apds este processo as amostras da
nervura foram desidratadas em uma série de solucdes de acetona, secadas em ponto critico,
montadas em stubs com fita de carbono dupla face, revestidas com uma camada de ouro e

observadas (ALVES; PERINA, 2012).

2.3. Microscopia Luz (ML)

Para verificar a presencga dos tricomas nas folhas de Siparuna guianensis também foi
realizada a técnica de impressdo da epiderme. Neste processo as folhas (n=12) foram fixadas
em etanol 70% durante 72 horas (JENSEN, 1962). Foram obtidas impressdes das epidermes da

face abaxial, utilizando-se adesivo instantaneo (TEK® BOND); as impressoes foram utilizadas
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para a montagem de ldminas semipermanentes (SEGATTO et al., 2004) que foram observadas
em microscopio de luz (Olympus CX 31, Olympus Optical) acoplado a camera fotografica
digital (modelo Eurekam 3.0, Bel Engineering).

2.3. Histoquimica

Os testes histoquimicos foram realizados por meio de cortes transversais de laminas
foliares frescas de Siparuna guianensis obtidas pelas seguintes metodologias demostradas na
tabela 1. As laminas provisorias foram observadas em microscopio de luz Primo Star (Carl

Zeiss) e Olympus CX 31 (Olympus Optical).

Tabela 1. Metodologias utilizadas nas andlises histoquimicas das laminas foliares de Siparuna

guianensis

Substancias Reagentes Coloragao/reaciao Referéncia
identificadas
Lipidios totais Sudan 111 Alaranjado Pearse (1972)
Alcaloides Reagente de Castanho avermelhado Furr e Mahlberg (1981)
Wagner
Compostos Azul de Compostos fendlicos estruturas O'Brien et al. (1964)
fenodlicos toluidina coram de verde claro;
compostos ndo estruturais coram
de verde escuro
Composto Dricomato de  Castanho avermelhado/castanho Gabe (1968)
fenolico potassio 10% escuro
Composto Cloreto férrico Marrom a negro Johansen (1940)
fenolico 1
Tanino Vanilina Rosa/vermelho Mace e Howell (1974)
cloridrica
Granulos de Reagente de Marrom, roxo, negro ou azul Johansen (1940)
amido Lugol negro
Lignina Floroglucinol Vermelho Johansen (1940)
Cristais de Acido Dissolugdo dos cristais Jensen (1962)

oxalato de
calcio

cloridrico 10%

Fonte: Do autor (2022).
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3. RESULTADOS

Através de secOes paradémicas da regido mediana de folhas adultas de Siparuna
guianensis utilizando-se o MEV e ML foram identificadas a presenga de tricomas do tipo
tectores estrelados sobre a epiderme abaxial (FIGURA 2A e B), sendo verificada a presenga

desta estrutura proxima a nervura central (FIGURA 2C e D).

Figura 2 — Imagens de tricomas tectores estrelados através do microscopio eletronico de
varredura e do microscopio de luz.

ol L LR

Legenda: A) Fotomicrografia da lamina foliar de Siparuna guianenis com a presenca de tricomas
tectores estrelados; B, C e D). Eletromicrografias de varredura das mesmas estruturas observadas em A.
A seta mostra tricomas tectores estrelados em C e D.

Fonte: Do autor (2022).

Devido a pequena quantidade de tricomas observadas nas eletromicrografias as folhas
desta espécie sdo denominadas como glabrescentes. A andlise detalhada dos tricomas
demonstrou que em média foram detectadas 9,94+0,43 hastes unicelulares, reunidas pela base,
com comprimento de 88,254+4,61um, largura 10,11+£0,34pum e formato de ponta aguda.

Por meio do corte em nitrogénio (FIGURA 3) pode-se verificar que a epiderme da face
adaxial ¢ unisseriada, porém em determinadas regides foram observadas grupos de duas

camadas, intercaladas; a epiderme apresenta na parede periclinal externa cuticula delgada; no
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material coletado e examinado, na area de estudo ndo foram observados tricomas nesta face,
porém foram verificados estdbmatos em niimero muito reduzido, quando comparado ao nimero
de ocorréncia na face abaxial. A epiderme da face abaxial ¢ unisseriada e apresenta estomatos
e tricomas; nesta face da folha, a cuticula é mais delgada, do que na face adaxial. Em relagdo a
presenga de estomatos, estes foram observados com mais frequentes na face abaxial da folha, o

que permite a espécie ser classificada como anfihipoestomatica e os estdbmatos como paraciticos

(SANTOS et al., 2022).

Figura 3 - Eletromicrografias de varredura de cortes transversais da folha de Siparuna
guianensis com o uso de nltrogemo hqu1do

Legenda: Ad: Face adaxial; Ab: Face abaxial; PP: Parénquima pali¢adico; PL: Parénquima lacunoso;
Et: Estomato; Ct: Cuticula e FV: Feixe vascular.
Fonte: Do autor (2022).

Na se¢do transversal da lamina foliar de Siparuna guianensis observou-se que o

mesofilo ¢ do tipo dorsiventral, com a presen¢a do parénquima paligaddico, imediatamente
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abaixo da epiderme adaxial, sendo formado por uma camada de células mais altas do que largas
e de um tecido lacunoso constituido de varias camadas de células de formatos, e tamanhos,
irregulares que deixam entre si espagos intercelulares com diferentes dimensdes. As
eletromicrografias mostraram que as células epidérmicas na face superior da lamina foliar
apresentam paredes anticlinais retas.

Neste trabalho, foram utilizados diferentes métodos histoquimicos, sendo evidenciados
granulos de amido (FIGURA 4C e D) nos parénquimas lacunoso e pali¢adico, em células
isoladas da regido medular e entre os feixes vasculares; alcaloides (FIGURA 4B) e taninos
(FIGURA 4E e F) foram identificado em células da regido medular, os lipideos totais foram
observados na cuticula e em algumas células do parénquima medular (FIGURA 5B e C) ¢ a

lignina foi encontrada presente nas paredes de componentes dos vasculares (FIGURA 5A).

Figura 4 - Fotomicrografias do corte transversal da folha de Siparuna guianensis submetidas a
diferentes corantes e reagentes na andlise histoquimica.

a presenca de granulo de amido — Reagente de lugol; E e F); seta indica a presenca de tanino — Reagente
Vanilina cloridrica.

Fonte: Do autor (2022).
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Para a identificacdo de compostos fenolicos foram realizados trés testes diferentes, com
Dicromato de potassio 10% (FIGURA 5D); Cloreto férrico (FIGURA.SE) e Azul de toluidina
(FIGURA 5F), verificando-se a presenca destas substancias nos parénquimas lacunosos e
palicadicos. Através da reacio de Acido cloridrico a 10% constatou-se a auséncia do cristal de

oxalato de calcio na folha de Siparuna guianensis.

Figura 4 - Fotomicrografias do corte transversal da folha de Siparuna guianensis submetidas a
diferentes corantes e reagentes na analise histoquimica.

Legenda: FP: Fibra perivascular. Fotomicrografias A) seta indica a presenga de lignina — reagente
floroglucinol; B e C) seta indica a presenca de lipidios totais — reagente sudan III; D) seta indica a
presenca de compostos fendlicos — Dricomato de postassio 10%; E) seta indica a presenga de compostos
fenolicos — reagente cloreto férrico; F); seta indica a presenga de compostos fenolicos — reagente azul
de toluidina.

Fonte: Do autor (2022).
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4. DISCUSSOES

Os tricomas do tipo tectores estrelados apresentam nas suas conformagdes uma haste,
originada por uma ou mais células na base e no apice, com ramificagdes num unico plano em
forma de candelabro (ALQUINI et al., 2006). Resultado semelhante a caracterizacdo dos
tricomas foi observado por Bieras e Sajo (2009), sendo verificada em eletromicrografias a
presenca de tricomas estrelados ndo-glandulares (tectores).

Portella et al. (2014) observaram, na folha adulta de Siparuna guianensis, a presenga de
outros tricomas como, glandulares do tipo capitado e peltado, em ambas as faces e, tricomas
ndo glandulares tectores, unisseriados, multicelulares, ndo ramificados predominantes na
epiderme abaxial que ndo foram detectados no presente estudo esses tipos de estruturas, sendo
constatada somente a presencga dos tricomas tectores estrelados nas duas técnicas de captura de
imagens MEV e ML utilizadas.

O tricoma do tipo estrelado ja foi identificado em outras espécies como Crofon
linearifolius Miill. Arg. (Euphorbiaceae), Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Spondias
mombin L. (Anacardiaceae), Vismia guianensis (Aubl.) Choisy. (Hypericaceae), Virola
surinamensis (Rol. Ex Rottb.) Warb (Myristicaceae), Peumus boldus Molina (Monimiaceae), €
de espécies do género Solanum (Solanaceae) — S. macrocarpon L., S. melanocerasum All., S.
taeniotrichum Correll., S. caripense Dunal (BRITO et al., 2011; DUARTE et al., 2011; PALMA
et al., 2002; REIS et al., 2021; WATTS; KARIYAT, 2021).

No aspecto morfoanatomico de espécies do género Siparuna, a Siparuna apiosyce
(Mart. ex Tul.) A. DC. (Siparunaceae) apresenta em ambas as faces uma epiderme unisseriada,
possuindo uma cuticula delgada e lisa, sendo a cuticula da face adaxial mais evidente. O
mesofilo desta espécie ¢ constituido por uma camada de parénquima pali¢adico encontrado
imediatamente abaixo da epiderme superior, e varios estratos do parénquima lacunoso
(SIMOES; SOARES JUNIOR, 2011).

Bieras e Sajo (2009) observaram em fotomicrografias da face adaxial de Siparuna
guianensis células epidérmicas com paredes anticlinais retas e na face abaxial as células
epidérmicas apresentaram paredes anticlinais sinuosas, em corte transversal da lamina foliar a
epiderme ¢ composta por duas camadas na superficie adaxial e verificaram um parénquima
palicaddico com idioblastos contendo compostos fendlicos. Estas caracteristicas anatomicas
também foram identificadas neste trabalho, exceto as observagdes da epiderme adaxial, onde
no material examinado este apresentar uma camada de células, com intercalagdo de grupos de

duas camadas, sendo aspectos importantes para identificacao da espécie.
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As propriedades medicinais atribuidas as Siparuna guianensis podem estar associadas
a distribuicdo dos metabdlitos secundarios nos diferentes 6rgdos vegetais da espécie. Neste
sentido, as técnicas histoquimicas sdao utilizadas para detectar as substancias presentes em
laminas foliares, por meio de reagdes colorimétricas, sendo métodos rapidos e de baixo custo
(MATIAS et al., 2016; SEIXAS; PALERMO; RODRIGUES, 2021). Assim, através dos testes
histoquimicos adotados verificou-se a presenca de metabdlitos secundarios, como compostos
fenolicos, alcaloide, tanino e lignina, sendo possivel descrever a nivel tecidual, a localizagdo de
sintese e/ou armazenamento dos metabolitos de uso farmacoldgicos nas folhas de Siparuna
guianensis.

A interpretacdo dos resultados histoquimicos permite comparar 6rgdos vegetais,
espécies e/ou matérias oriundos de diferentes ambientes ou estagdes do ano em que estes sao
produzidos pela planta como forma de adaptacdo climatica. Assim, a triagem histoquimica
prévia pode diminuir a realizagdo de analises laboratoriais de alto custo financeiro na busca por
compostos quimicos em plantas (MATIAS et al., 2016).

A existéncia de compostos fenolicos e taninos nas plantas estdo relacionados,
especialmente a forma de protecao contra patdgenos e na regulacdo do crescimento vegetativo
(AMEDE et al., 2015; MAHENDRA; SUDARSHANA; JAGANNATH, 2021). Na espécie
siparuna guianensis foi identificado durante a andlise fitoquimica do extrato etandlico das
folhas e na fragdo aquosa a presenca de compostos fenolicos, taninos e flavonoides
(CARVALHO et al., 2020). Ja no extrato hidroetandlico obtido da parte aéreas fresca, verificou-
se a presenga vicenina-2 (apigenina-6,8-di-C-glicosideo), quercetina 3-O-rutinoside-7-O-
rhamnoside, quercetina-3-O-pentosyl-pentoside-7-O-rhamnoside, campferol-3-O-pentosil-
pentosido-7-O-ramnosido, quercetina-3,7-di-O-ramosideo e o kaempferol-3,7di-O-ramnosideo
(NEGRI et al., 2012).

As ligninas e seus derivados sdo classificados como polimeros organicos complexos que
auxiliam especialmente na formacao de espessamentos da parede celular de espécies vasculares
(MAHENDRA; SUDARSHANA; JAGANNATH, 2021). Estas substancias foram identificadas
no presente estudo, através do teste calorimetro, utilizado o reagente floroglucinol. Foi
observanda a presenca de grande quantidade de lignina em componentes dos feixes vasculares
e fibras perivasculares.

Desta forma, as informacdes obtidas no presente trabalho contribuem para o
conhecimento dessa espécie, pouco investigada, sob os aspectos morfoanatomico. Além disso,
a partir dos estudos histoquimicos, verificou-se a presenca de metabolitos secundarios, como

compostos fenolicos, alcaloide, tanino e lignina. Apesar destes resultados, ainda sdo necessarios
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varios outros estudos adicionais levando-se em conta aspectos estruturais e fisioldogicos do
caule, flores, frutos e raizes, para facilitar a identificacdo da espécie, em outros ambientes que

ela possa ser encontrada.

5. CONCLUSAO

Foi observado na lamina foliar de Siparuna guianensis tricomas do tipo tectores
estrelados, sendo verificado a presenca de metabolitos secundarios através de métodos
colorimétricos, como compostos fendlicos, alcaloide, tanino e lignina.

Os resultados do presente estudo contribuem de forma significativa para a identificacdo
da espécie e dos seus metabolitos secundarios, bem como fornece dados para o controle de

qualidade dos produtos fitoterapicos produzidos a partir desta espécie medicinal.
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RESUMO
A andlise da area foliar ¢ um pardmetro bastante utilizado para estimar o crescimento e
desenvolvimento vegetativo, que pode ser obtido através de modelos matematicos, sendo uma
técnica eficaz, barata, rapida e ndo destrutiva. Objetivou-se determinar uma equacdo para
estimar a area foliar da Siparuna guianensis Aubl. a partir do comprimento e/ou largura das
laminas foliares. Neste trabalho, foram utilizadas 300 folhas frescas de S. guianenis escaneadas
e analisadas com auxilio do software Imagej® para a obten¢io do comprimento, largura e a area
foliar observada. A estimativa foliar foi determinada a partir de dimensdes lineares através de
analises das equacdes de regressdo linear, quadratica e potencial do comprimento, largura e o
produto entre estes fatores como varidveis independentes e a area foliar observada como
variavel dependente. Do ponto de vista pratico, recomenda-se a equacdo matematica obtida
através da regressdo linear por meio da relagdo comprimento e largura, utilizado o modelo
Y=3,5833+0,6715x, com coeficiente de determinacao de 0,9677. Portanto, o modelo alométrico
que utiliza o produto das dimensdes lineares do comprimento e largura ¢ mais adequado para
estimar a area foliar ndo destrutiva da S. guianensis, uma vez que demonstra maior correlagao.

Palavras chaves: Negramina. Biometria. Plantas medicinais. Regressao linear. Equagdes
matematicas.
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ABSTRACT

The analysis of leaf area is a widely used parameter for estimating vegetative growth and
development, which can be obtained through mathematical models, being an effective, cheap,
fast and non-destructive technique. The objective was to determine an equation to estimate the
leaf area of Siparuna guianensis Aubl. from the length and/or width of the leaf blades. In this
work, 300 fresh leaves of S. guianenis were scanned and analyzed with the software Imagej®
to obtain the length, width and the observed leaf area. The leaf estimate was determined from
linear dimensions through analysis of linear, quadratic and potential regression equations of
length, width and the product between these factors as independent variables and the observed
leaf area as the dependent variable. From a practical point of view, we recommend the
mathematical equation obtained through linear regression by means of the length and width
relationship, using the model Y=3.5833+0.6715x, with a determination coefficient of 0.9677.
Therefore, the allometric model that uses the product of the linear dimensions of length and
width is more suitable for estimating the non-destructive leaf area of S. guianensis, since it
shows greater correlation.

Keywords: Negramina. Biometry. Medicinal plants. Linear regression. Mathematical
equations.
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1. INTRODUCAO

Siparuna guianensis Aubl. ¢ uma planta aromatica pertencente a familia Siparunaceae,
popularmente conhecida como “capitiu”, “negramina” ¢ “limao-bravo”. Esta espécie vegetal
encontra-se geograficamente distribuida no Brasil nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste, localizando-se na regido Sul somente no Parand (FERREIRA et al., 2017; PEIXOTO;
LIRIO; PIGNAL, 2020; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTI{Z; COELHO, 2010).

As folhas de Siparuna guianensis sio comumente utilizadas na medicina popular como,
carminativas, antitérmicas, analgésicas, antigripais e anti-inflamatorias, sendo também usadas
como estimulantes, em desordens estomacais, pressdo alta, dores reumadticas e cdlicas
(CONEGUNDES et al., 2021; FACUNDO et al., 2012; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORT{Z;
COELHO, 2010).

Considerando-se a importancia da Siparuna guianensis na medicina tradicional, e na
recuperagdo ambiental (AMARAL et al., 2017; BRAGA; BORGES; MARTINS, 2015;
COUTINHO et al., 2019; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORT{Z; COELHO, 2010) ¢ & escassez
de trabalhos cientificos com esta espécie, a necessidade de estudos basicos envolvendo a relagao
na exigéncia nutricional, reprodugdo, crescimento, desenvolvimento, producdao vegetal e
sistema de defesa contra patdgenos, estas analises basicas estdo relacionadas a area foliar.

Neste sentido, o conhecimento da area foliar de espécies vegetais com propriedades
medicinais € importante para obter diversas informagdes sobre a planta. Sendo assim, a area
foliar ¢ um parametro relevante na avaliagdo do crescimento vegetal podendo ser possivel
analisar o crescimento, desenvolvimento, eficiéncia fotossintética e a produtividade além de
permitir estimar a area foliar da planta em diferentes épocas do ano (BIANCO; PITELLI;
CARVALHO, 2002; CARVALHO; BIANCO; BIANCO, 2011; GOERGEN et al., 2021).

Entretanto, a 4rea foliar € um parametro que apresenta certo grau de dificuldade de ser
obtida, pois normalmente, necessita de equipamentos que nem sempre sdo encontrados em
laboratodrios de pesquisa (tais como: integrador manual de area foliar e paquimetro digital de
precisdo), ou utilizam-se métodos destrutivos. Além disso, técnicas empregando imagens a
partir de escaneamentos e/ou fotografias das folhas, e software para calcular a area podem
constituir um modelo experimental mais pratico, pois as medi¢des lineares de folhas apresentam
menor custo, boa precisdo, de facil e rdpida execugdo (BIANCO; PITELLI; CARVALHO,
2002; CARVALHO; BIANCO; BIANCO, 2011; CANDIDO et al., 2013; LEITE et al., 2021).
Outra vantagem desta técnica € que a amostragem pode ser executada na mesma planta ao longo

do seu desenvolvimento vegetativo, reduzindo assim o erro experimental (GOERGEN et al.,
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2021).

Uma alternativa para obter o valor da area foliar de maneira ndo destrutiva € através da
utilizacdo de equagdes matematicas que possibilitam estimar por meio de parametros de
medi¢do da folha que exibem correlagdes com a superficie foliar da planta. Est4 técnica pode
ser realizada utilizando-se equacdes de regressdo da area foliar real e das medidas lineares das
folhas, como comprimento (C), largura (L) e sua combinagdo (CxL) (CASTRO et al., 2021;
TOFOLI et al., 1998). Para o desenvolvimento deste modelo alométrico, ¢ necessario
incialmente coletar folhas da planta (método destrutivo) para determinar a area dessas estruturas
através de processamento de imagens. Entretanto, despois da criagdo da equacao matematica,
o modelo pode ser empregado para determinar a area por meio da técnica ndo destrutiva, visto
que medidas lineares podem ser obtidas diretamente das folhas (MACARIO et al., 2020).

Essa analise ndo destrutiva ja foi utilizada com sucesso para outras plantas medicinais,
como Combretum leprosum Mart. (Combretaceae), Matricaria chamomilla L. (Asteraceae),
Turnera subulata Sm. (Passifloraceae), Salvia hispanica L. (Lamiaceae), Moringa oleifera
Lam. (Moringaceae), Talinum fruticosum (L.) Juss. (Sin. Talinum triangulare (Jacq.) Willd
(Talinaceae), Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn., Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae),
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (Lamiaceae), Cissampelos glaberrima A. St.-Hil.
(Menispermaceae), Bauhinia monandra Kurz (Fabaceae: Cercidoideae), Myrcia variabilis DC.
(Myrtaceae) e de espécies do género Passiflora (Passifloraceae) — P. alata Curtis, P. cristalina
Vanderpl. & Zappi, P. edulis Sims, P. foetida L., P. suberosa L., e P. morifolia Mast. (CANDIDO
etal., 2013; CASTRO et al., 2021; SILVA et al., 2018; GOERGEN et al., 2021; MACARIO et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2020; BISPO et al.,
2017; BIANCO; PITELLI; CARVALHO, 2002; SCHMILDT et al., 2016; SALIMENA et al.,
2021). No entanto, ndo foram encontrados na literatura estudos que envolvam este modelo
matematico para estimar a area foliar da espécie Siparuna guianensis.

Desta forma, objetivou-se validar e indicar uma equagao matematica para estimar a area
foliar de Siparuna guianensis de maneira nao destrutiva em fun¢do de parametros dimensiveis

do comprimento (C), largura (L) e a relagdo entre estes fatores (CxL).

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com folhas de Siparuna guianensis (registro da exsicata — 58647
- Herbario PAMG) coletadas no dia 28 de janeiro 2019 em Remanescente de Floresta Estacional

Semidecidual localizado na Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais Brasil (21°
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13°48.8” S; 44° 58’ 28.5” W). Foram coletadas 300 folhas inteiras de dez espécimes (FIGURA
1) obtidas do quarto e quinto n6 de ramos plenamente desenvolvidos que ndo apresentavam
danos ou ataques de doengas ou pragas. Em laboratorio, foram realizadas as medidas lineares:
comprimento (C) e largura (L) das laminas foliares (excetuando o peciolo), a partir de imagens
escaneadas.

Para a obtencdo dos dados C e L as laminas foliares da Siparuna guianensis foram
escaneadas em scanner de mesa (Scanner A4 CanoScan LiDE 300) (SALIMENA et al., 2021)
onde foi obtido a integracdo da area; as imagens obtidas foram analisadas usando-se o Software
Imagej® (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) (MARTIN et al., 2013), para
a determinacdo das medidas lineares: comprimento e largura da lamina foliar. Apos este
procedimento, foi calculado o produto do comprimento pela largura (CxL) cm? (RIBEIRO;
BARBOSA; ALBUQUERQUE, 2018).

Figura 1 - Imagem escaneada da folha de Siparuna guianensis demonstrado o comprimento e
largura.

Comprimento da folha

<

ey[o] ep eIngIe

Fonte: Do autor (2022).

A partir dos dados C, L e CxL, foram elaborados histogramas de frequéncia e graficos
de dispersao (n=300) utilizando-se de regressdes: linear (Y = a + bx), quadratica (Y =a + bx +
cx?) e potencial (Y = ax®) para determinacdo da area foliar estimada (AFE), utilizando o
comprimento, a largura e o produto do comprimento pela largura como variavel independente,
e a area foliar observada (AFO) como variavel dependente (CARGNELUTTI FILHO et al,
2012).

Através da C, L, CxL e AFO das 300 laminas foliares, realizou-se uma analise descritiva

dos dados calculando-se os valores: minimo, méximo, amplitude, média, mediana e coeficiente
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de variagdo para cada variavel determinada.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As laminas foliares de Siparuna guianensis, exceto a regido do peciolo, apresentaram
comprimento médio de 18,49 cm, largura de 6,67 cm e area foliar igual a 88,76 cm? (TABELA
1). Das 300 folhas analisadas observou-se uma variagdo no comprimento entre 5,17 229,07 cm,
largura 3,68 a 10,32 cm e na 4rea foliar observada (AFO) 34,5 a 196,32 cm?. Foram verificados
altos valores no coeficiente de variacao (CV) para C, L, CxL e AFO. O aumento do CV ¢ a
resposta da diversidade em relacdo aos tamanhos das folhas, quando maior a variabilidade dos
resultados da amplitude total, desvio padrao e CV melhor serd a representagdo dos modelos
matematicos, deste modo permitira a aplicagdo em diferentes estadios de crescimento da

espécie estudada (CASTRO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2020).

Tabela 1 - Valores minimo, maximo, amplitude, média, mediana e coeficiente de variagdo (CV),
do comprimento (C), da largura (L), do produto comprimento vezes largura (CxL) e da area
foliar observada (AFO) de 300 folhas de Siparuna guianensis

Estatistica C (cm) L (cm) CxL (cm?) AFO (cm?)
Minimo 5,17 3,68 19,02 34,50
Maximo 29,07 10,32 283,71 196,32
Amplitude 23,90 6,64 264,69 161,82
Média 18,49 6,67 126,84 88,76
Mediana 18,24 6,67 120,73 85,64
CV(%) 20 18 36 35

Fonte: Do autor (2022).

A partir dos modelos matematicos apresentados na Tabela 2, verifica-se que o valor do
coeficiente de determinacgdo (R?) variou entre 0,7715 a 0,9677, onde o menor valor de R?
corresponde ao modelo poténcia da variavel independente C e o maior valor observado de R?

foi do modelo linear da varidvel independente CxL (0,9677).
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Tabela 2 - Equacdes para a determinacdo da area foliar por fotos digitais (Y), utilizando o
comprimento (C), a largura (L) e o produto comprimento vezes largura (CxL) como variaveis
independentes (x) e coeficiente de determinacdo, com base em 300 folhas de Siparuna

guianensis
Variavel .
Modelo indep(exl;dente Equacdo de?e(:riifgz ((11(;2)
1) Linear C Y=-56,494+7,8579x 0,8512
2) Linear L Y=-78,491+25,086x 0,9098
3) Linear CxL Y= 3,5833+0,6715x 0,9677
4) Quadratica C Y=56,022-4,7138x + 0,338x> 0,8925
5) Quadratica L Y=-2,0464+1,9753x+1,6943x? 0,9199
6) Quadratica CxL Y= 10,199+0,5654x+0,0004x> 0,9688
7) Poténcia C Y=1,1798x"4711 0,7715
8) Poténcia L Y=2,4716x!8714 0,9123
9) Poténcia CxL Y=1,1448x%8%! 0,9088

Fonte: Do autor (2022).

As equagdes que possibilitaram determinar a area estimada foliar, a partir do R? superior

a 0,95, foram a regressao linear e quadratica utilizado CxL das folhas de Siparuna guianensis.

Este resultado pode ser explicado no histograma (Figura 2) devido a alta correlagao.

Figura 2 - Matriz com o histograma de frequéncia (na diagonal) e graficos de dispersdo entre o
comprimento (C), em cm, a largura (L), em cm, o produto comprimento x largura
(CxL), em cm? e a 4rea foliar observada (AFO), em cm? de 300 folhas de Siparuna

guianensis.

.

Fonte: Do autor (2022).

A partir das equagdes matematicas, o modelo que melhor se ajusta para estimar a area

foliar da espécie Siparuna guianensis foi o modelo de regressao linear (Y= 3,5833+0,6715x)

com R? de 0,9677 (FIGURA 3).
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Figura 3 - Modelo linear, da 4rea foliar determinada por fotos digitais (em cm?) em fung¢io do
produto comprimento x largura (em cm?), com base em 300 folhas de Siparuna

guianensis.
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Fonte: Do autor (2022).

Ressaltar que as dispersdes dos dados foram minimas, observando o valor de R?
semelhante (0,9677) para o grafico linear entre AFO e o produto CxL e AFE e CxL (Figura 4),
o que demonstra que a equacgao ¢ recomendavel para retratar de maneira mais satisfatoria a drea
foliar real. Portanto, o modelo proposto foi validado para a espécie S. guianensis como
apresentado na Figura 4, onde se comparam os valores de AFE e AFO apresentado um R? de

0,9677.

Figura 4 - Relagdo entre os valores de area foliar observada (cm?) (determinada) por meio do
método de fotos digitais e a 4rea foliar estimada em fun¢do do comprimento x

largura (cm?), através do modelo linear, em 300 folhas de Siparuna guianensis.
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Fonte: Do autor (2022).
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Diferentes autores verificaram que a aplicagdo de modelos matematicos envolvendo o
produto entre CxL se tornam a melhor equacdo para analisar a drea foliar como modelo ndo
destrutivo, sendo verificado na espécie Turnera subulata Sm. (Passifloraceae) (R? 0,99)
(CASTRO et al., 2021), Salvia hispanica L. (Lamiaceae) (R?>=0,99) (GOERGEN et al., 2021),
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceae) (R?=0,941) (HOLGUIN et al., 2019),
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (Lamiaceae) (R?=0,9971) (RIBEIRO et al., 2020),
Erythroxylum simonis Plowman (Erythroxylaceae) (R?=0,9936) (RIBEIRO; BARBOSA;
ALBUQUERQUE, 2018), Pouteria caimito (Ruiz & Pav.) Radlk. (Sapotaceae) (R?=0,84)
(SILVA et al., 2014), Bauhinia monandra Kurz (Fabaceae) (R?=0,9967) (SCHILDT et al.,
2016), Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg (Brassicaceae) (R?=0,9862) (CARGNELUTTI
FILHO et al., 2012) e Combretum leprosum Mart. (Combretaceae) (R*=0.9526) (CANDIDO et
al., 2013).

Esta selecao pelo CxL deve-se ao maior nimero de informagdes das dimensdes foliares,
considerando até mesmo o efeito da variagdo métrica do comprimento e largura, decorrendo
que a folha ¢ uma estrutura vegetal altamente plastica, mostrando diferenca nas suas proporgoes
em resposta ao local onde se encontra (BOEGER; BIU; GOLDENBERG, 2009; OLIVEIRA et
al., 2019).

4. CONCLUSAO

A area foliar de Siparuna guianensis pode ser determinada de maneira simples e precisa
por meio do modelo matematico linear Y=3,5833+0,6715x através do produto do CxL, com
coeficiente de determinacdo de 0,97. Com isto, o presente trabalho colabora de forma
significativa para o estudo da espécie Siparuna guianensis, pois ndo se faz mais necessario
realizar a coleta das folhas para realizar a estimativa da area foliar, empregando os métodos
destrutivos. Além do mais, o modelo linear apresentou um bom ajuste, sendo uma ferramenta

ideal e confidvel para estimar a area foliar desta espécie.
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pela bolsa de estudo.
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RESUMO

Siparuna guianenis Aublet (Siparunaceae) ¢ uma planta aromatica, conhecida popularmente
como negramina. Suas folhas sdo utilizadas tradicionalmente no tratamento de diversas
enfermidades, como anti-inflamatoria, antiflatulenta, analgésica e antipirética. Objetivou-se
com essa pesquisa investigar a toxicidade, potencial anti-inflamatdrio, regeneracdo da
nadadeira caudal, atividade das enzimas antioxidantes e efeito antioxidante in vitro dos extratos
aquoso, hidroetanolico e metandlico das folhas S. guianensis em embrides e larvas de zebrafish
(Danio rerio). A partir das folhas foram elaborados trés tipos de extratos empregados diferentes
solventes sendo, metanol (EM), élcool etilico 70° (EH) e dgua destilada (EA). Os principais
compostos presentes nos extratos foram determinados usando analise HPLC e foi realizado o
ensaio para identificar o indice de atividade antioxidante (IAA). A toxicidade e teratogenicidade
foram investigadas usando o modelo zebrafish. Embrides de zebrafish foram tratados com
concentragdes entre 0,08 a 10mg/ml dos extratos durante um periodo de 120 horas, sendo
avaliadas a mortalidade, taxa de eclosao e malformagdes. As concentracdes nao letais e
teratogénicas foram utilizadas para a realizacdo das andlises de migra¢do de neutrofilos;
regeneragao da nadadeira caudal; apoptose celular e atividade das enzimas antioxidantes:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST). Foram
identificadas nos extratos a presenga de compostos fendlicos e alto IAA (EA: 6,37ug.ml™!; EH:
434pgml! e EM: 2,39ug.ml!). O EA foi téxico nas concentragdes de 2,5 a 10mg/mle o EH e
EM entre 0,62 a 10mg/ml. As larvas tratadas com EA nao exibiram malformacdes. Todos os
extratos testados demonstram potencial anti-inflamatério reduzindo a migragdo do niimero de
neutréfilos, no entanto ndo apresentam bom desempenho na regeneracao da nadadeira
lesionada. Os extratos ndo influenciaram na atividade da SOD e CAT. EA ndo induziu células
apoptoticas ao contrario dos EH e EM. Os EA, EH e EM das folhas de S. guianensis
demonstraram a presenga de compostos fendlicos, atividade anti-inflamatorio e alto TAA
antioxidante, no entanto somente o EA devido sua baixa toxicidade e auséncia de
teratogenicidade apresenta potencial uso terapéutico.

Palavras-chave: Neutrofilos. Negramina. DPPH. Laranja de acridina.



94

ABSTRACT

Siparuna guianenis Aublet (Siparunaceae) is an aromatic plant, popularly known as negramina.
Its leaves are traditionally used in the treatment of various diseases, as an anti-inflammatory,
antiflatulent, analgesic and antipyretic. This research aimed to investigate the toxicity, anti-
inflammatory potential, caudal fin regeneration, antioxidant enzyme activity, and in vitro
antioxidant effect of aqueous, hydroethanolic, and methanolic extracts of S. guianensis leaves
on zebrafish (Danio rerio) embryos and larvae. Three types of extracts were prepared from the
leaves using different solvents, methanol (MS), ethyl alcohol 70° (EH) and distilled water (EA).
The main compounds present in the extracts were determined using HPLC analysis and assay
was performed to identify the antioxidant activity index (AAI). Toxicity and teratogenicity were
investigated using the zebrafish model. Zebrafish embryos were treated with concentrations
between 0.08 and 10mg/ml of the extracts over a period of 120 hours, and mortality, hatching
rate, and malformations were evaluated. The non-lethal and teratogenic concentrations were
used to perform analyses of neutrophil migration; tail fin regeneration; cell apoptosis and
activity of the antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione-S-transferase (GST). Phenolic compounds and high IAA were identified in the
extracts (EA: 6.37ug.ml'; EH: 4.34pgml' and EM: 2.39ugml?'). EA was toxic at
concentrations of 2.5 to 10mg/ml and EH and EM between 0.62 to 10mg/ml. The larvae treated
with EA did not exhibit malformations. All tested extracts show anti-inflammatory potential by
reducing the migration of neutrophil numbers, however they do not show good performance in
regenerating the injured fin. The extracts did not influence SOD and CAT activity. EA did not
induce apoptotic cells unlike EH and EM. EA, HE and MS from S. guianensis leaves
demonstrated the presence of phenolic compounds, anti-inflammatory activity and high
antioxidant AAI, however only EA due to its low toxicity and absence of teratogenicity presents
potential therapeutic use.

Keywords: Neutrophils. Negramina. DPPH. Acridine orange.



95

1. INTRODUCAO

Siparuna guianensis Aublet € uma planta aromatica pertencente a familia Siparunaceae
popularmente conhecida como “capitit”, “negramina”, “catingueira-de-paca”, “erva-santa”,
“limao-bravo”, “folha-santa”, e “cicatrizante-das-guianas”, sendo localizada desde a
Nicaragua, América do Sul até o Paraguai; no Brasil estd espécie ¢ encontrada em diferentes
dominios fitogeograficos como na Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga e no Cerrado (SANTOS
et al., 2022; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

Esta espécie possui varias indicagdes etnobotanicas/etnofarmacologicas, sendo suas
folhas utilizadas como antiflatulento, estimulante, diurética, antipirético, anti-inflamatorio,
antimaldria e sinusite, também ¢ utilizada em picada de cobra, inseticida, repelente, isca para
peixe e no combate ao piolho de galinha (ALMEIDA et al., 2021; CARVALHO et al., 2020;
CONEGUNDES et al., 2021; FACUNDO et al., 2012; FERREIRA et al., 2020; MOURA et al.,
2020; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010). Estudos quimicos revelaram a
presenca de alcaloides, flavonoides, taninos, cumarina e compostos fenolicos nas folhas de
Siparuna guianensis (BRAZ FILHO et al., 1976, CARVALHO et al., 2020; CONEGUNDES
et al., 2021; FACUNDO et al., 2012; NEGRI; SANTI; TABACH, 2012; THOME et al., 2012).
Apesar de suas aplicacdes terapéuticas, sdo limitadas as pesquisas cientificas in vivo com as
folhas desta espécie, para a comprovacao dos seus efeitos e possivel toxicidade.

Existem varias metodologias empregando modelos animais para analisar a veridicidade
terapéutica das plantas medicinais, exemplo o peixe zebrafish (Danio rerio) (CHAHARDEHI;
ARSAD; LIM, 2020). O zebrafish ¢ um animal pequeno de dgua doce que exibe vantagens da
sua utilizacdo na pesquisa cientifica. Apresenta semelhanca fisiologica com os mamiferos,
exibe o genoma totalmente sequenciado, fecundacgao externa com embrioes translicidos e todas
as suas fases de vida sdo utilizadas em diferentes analises (HE et al., 2020; HENRY et al., 2013;
TEAME et al., 2019; XIONG et al., 2019; YANG et al., 2018). Diversos trabalhos ja foram
realizados utilizado o zebrafish como modelo experimental em investigagdo empregando as
plantas medicinais, como por exemplo em andlise de angiogénese (BREETA et al., 2018;
FAROOQ et al., 2020), antioxidante (HACKE et al., 2021; XIONG et al., 2019) toxicidade
(GANGULY et al., 2020; KHAN et al., 2021; XIA et al., 2017ab) regeneracdo de cauda
(ABIDIN et al., 2020) apoptose celular (KHAN et al., 2021; KIM et al., 2014; XIA et al.,
2017ab) e anti-inflamatorio (EKAMBARAM; PERUMAL; PAVADALI, 2017; LI et al., 2018;
POLEDNIK; KOCH; FELZIEN, 2018; XIONG et al., 2019).

Este trabalho objetivou-se avaliar o indice de atividade antioxidante, identificacao dos
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compostos fendlicos, toxicidade, potencial anti-inflamatoria, regenera¢do da nadadeira caudal
e a atividade das enzimas antioxidantes, em embrides e larvas de zebrafish tratados com os

extratos aquoso, hidroetanolico e metanolico das folhas de Siparuna guianensis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Declaracao de ética

O experimento foi realizado na Ala de Peixes do Biotério Central da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais. O projeto foi aprovado e protocolado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais, protocolo n° 023/19 e todo manejo do zebrafish foi determinado pelo

Conselho Nacional de Experimentacao Animal (CONCEA).

2.2. Obtencao do material vegetal

As folhas de Siparuna guianensis registro da exsicata — PAMG 58647 (Herbario da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado de Minas Gerais — EPAMIG, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil) foram coletas no periodo da manha em um Remanescente de Floresta
Estacional Semidecidual localizado no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de
Agricultura — DAG da Escola de Ciéncias Agrarias - ESAL da Universidade Federal de Lavras
-UFLA, Lavras, Minas Gerais, Brasil (21° 13”48.8”" S; 44° 58°28.5” W).

2.3. Preparo do extrato

Inicialmente, as folhas foram secas a 35-40°C por dois dias, em estufa de circulagao de
ar para a realizacao dos extratos hidroetanodlico (EH), metanolico (EM) e aquoso (EA) a 10%
(p/v). Os extratos hidroetandlico (30% de agua destilada e 70% de etanol) e aquoso (4dgua
destilada) foram preparados a partir da utilizagdo banho ultrassonico (UltraCleaner 1600A) por
40 min a 25°C (SPEROTTO et al., 2018). O material vegetal seco foi submetido a extra¢ao por
maceragao estatica com metanol (MeOH), por sete dias. Em seguida, os extratos obtidos por
diferentes solventes foram filtrados a vacuo e concentrados em evaporador rotatério a 50°C,

sob pressao reduzida, até residuo.
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2.4. Perfil de compostos fenolicos

2.4.1 Obtencao do extrato para determinaciao do perfil de compostos fendlicos

O preparo dos extratos para identificagdo de compostos fenolicos por cromatografia foi
realizado conforme a metodologia descrita por Cunha et al. (2021) com modificagdo. Foram
utilizados 0,1g das amostras rotaevaporadas dos extratos (EA, EH e EM), homogeneizadas em
20 mL de metanol grau HPLC 70% (v/v), durante 20 min em banho ultrassonico (UltraCleaner
1600A), a temperatura ambiente. Os extratos foram centrifugados a 1500 rpm (25.406,55g)
durante 15 minutos a 4°C e filtrado em papel de filtro com porosidade 14um. Para a injecdo das
amostras, os extratos foram novamente filtrados utilizando-se filtros de membrana porosa com

0,45 pm.

2.4.2 Determinagio do perfil do composto fenolico

A quantificagdo e identificagdo dos compostos fenolicos foram realizadas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD/UV-Vis) (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao) equipado com quatro bombas de alta pressdo (modelo LC-20AT), com um detector de
arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), desgaseificador (modelo DGU-20AY5), interface de
CBM-20A, forno CTO-20AC e amostrador automatico (modelo SIL-20A). As separacdes
foram realizadas usando uma coluna Shimadzu Shim-pack ODS GVP-C18 (4,6 x 250 mm, 5
mm) ligada a uma pré-coluna (Shimadzu-pack ODS GVP-C18, 4,6 x 10 mm, Sum). A fase
movel consistiu de 2% (v/v) de acido acético em agua deionizada (Fase movel A) e 70:28:2
(v/v) de metanol/dgua/acido acético (Fase movel B), a uma taxa de fluxo de 1,0mL.min"! com
um programa de elui¢ao de gradiente e tempo de execucao de 65 minutos. O volume de injecao
foi de 20puL. As analises foram realizadas a 15°C. Os compostos fenolicos foram detectados a
280nm. As solucdes padrao foram diluidas em metanol e as curvas de calibragdo foram obtidas
a partir de inje¢des de dez concentragdes diferentes, em duplicata. Os compostos fendlicos
foram identificados por comparagdo dos tempos de retencdo com os padrdes (acido galico,
catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico, vanilina, 4cido tans-cinamico, acido
m-cumarico, acido p-cumadrico, acido o-cumarico e resveratrol). Os resultados foram expressos

em mg do composto fendlico/100g da amostra (CUNHA et al., 2021).



98

2.5. Indice de atividade antioxidante (IAA)

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com a metodologia proposta por
Scherer ¢ Godoy (2009), empregando método da atividade sequestrante de radicais utilizando
o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados foram avaliados seguindo os
seguintes critérios: onde os extratos que apresentarem atividade antioxidante baixa quando
IAA<0,5; moderada quando IAA entre 0,5 e 1,0; alto quando IAA entre 1,0 ¢ 2,0 e muito alto
quando IAA> 2,0 (SCHERER; GODOQY, 2009).

2.6. Manutencio e obtencdo de embrides de zebrafish

Todos os zebrafish adultos foram acondicionados em uma rack propria para a espécie
(Rack Hydrus, modelo ZEB-60, Alesco, SP, BRA). A rack com sistema de recirculacao de agua
e controle automatizado de temperatura, pH e condutividade. Foram mantidos em cada aquéario
10 peixes (5 fémeas e 5 machos), sendo separados ambos os sexos por uma divisdria de acrilico
perfurada.

Durante o periodo experimental, os peixes foram mantidos em fotoperiodo com 14:10
horas (claro:escuro), temperatura de 28°C e alimentados trés vezes ao dia, sendo duas
alimentacBes (uma pela manha e outra a tarde) com racao floculada para peixes ornamentais
(Alcon basic, Alcon Pet®, SC, BRA) e uma vez no intervalo com alimento vivo (nauplios de
artémia - Artemia salina - Artemiidae) (PAIVA et al., 2020). A higienizacdo dos aquarios e
manutencdo da qualidade de 4gua foram realizadas pelo préprio sistema automatizado da rack.

No periodo da manha, meia hora antes do término do periodo escuro 0s peixes eram
retirados dos aquarios especificos da rack e transferidos para os aquarios de reproducao de
acrilico conhecido como criadeiras (ZebClean, Alesco, SP, BR), permitido o contato direto
entre machos e fémeas para ocorrer a fecundacdo dos gametas (SPENCE et al., 2008). As
criadeiras apresentavam uma placa perfurada, permitindo com que 0s ovos caissem na parte
inferior do aquéario e assim ficassem protegidos do canibalismo. Ap6s duas horas de
acasalamento dos peixes, 0s peixes foram devolvidos para seus respectivos aquarios na rack
separado novamente os machos das fémeas com auxilio da divisoria. Os ovos foram coletados
e contados utilizando uma pipeta de Pasteur e colocados em uma placa de Petri contendo meio
de cultivo E3 (5mM NacCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl e 0,33 mM MgSO.) (VIROTE et al.,
2020; ZHAO et al., 2019).
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2.7. Testes de toxicidade aguda em embrides de peixes

Os ensaios de embriotoxicidades foram realizados de acordo com a diretriz da
Organizagao para Cooperagdo ¢ Desenvolvimento Econdmico (OECD) n ° 236: Fish Embryo
Acute Toxicity (FET) Test (OECD, 2013).

Para o ensaio de toxicidade aguda, foram testadas oito concentragdes 10; 5; 2,5; 1,25;
0,62;0,31; 0,16 e 0,08 mg/ml. Todos os extratos foram diluidos diretamente em meio de cultivo
E3, somente o EM precisou ser diluido inicialmente em 1% de dimetilsulféxido (DMSO)
(FIGURA 1SUPLEMENTAR). Além das concentragdes foram realizados dois controles: 1°)
meio de cultivo E3 e 2°) DMSO 1% mais meio E3 somente para o EM.

Foram utilizados 20 embrides vidveis em cada tratamento, ao quais foram adicionados
em microplacas de 96 pogos (1 embrido por pogo). Em cada pogo foi acrescentado 200uL de
cada concentracdo testada e em seguida incubadas a 28+1°C (OECD, 2013). Os ensaios foram
realizados em triplicata e a exposicao das concentragcdes dos diferentes extratos foi de forma
estatica para garantir a minima manipulagdo dos embrides/lavras (BASNET; GUARIENTI,
MEMO, 2017).

Embrides e lavras foram observados diariamente nos intervalos de 24, 48, 72, 96 ¢
120hpf (horas pos fertilizag@o) utilizando-se microscéopio de luz (Olympus, modelo CX22LED,
Japdo) para a verificagdo das anomalias morfoldgicas e letalidade. Foram monitoradas as
seguintes caracteristicas: desenvolvimento de somitos e olhos, pigmentacdo do olho e corpo,
presenca de batimentos cardiacos, deslocamento da cauda, embrides coagulados e a
malformagdes (durante a formagao do coragdo, no saco vitelinico, pericardio, ndo descolamento
de cauda, retardo de crescimento, lordose e deformidade de cauda) (OECD, 2013).

As concentragdes do EA (0,08; 0,16; 0,31; 0,62 e 1,25mg/ml), EH e EM (0,08; 0,16 e
0,31mg/ml), que nao apresentaram mortalidades e nem efeitos teratogénicos através do teste de
toxicidade aguda em embrides de zebrafish, foram utilizadas para a analise de migracao de
neutrofilos, regeneracdo da nadadeira caudal e determinacdo da atividade de enzimas

antioxidantes.
2.8. Atividade anti-inflamatoria determinada pela migracao de neutrofilos
As 8hpf foram acrescentados, em embrides cultivados em E3 0,003% de 1-fenil-2-

tioureia (PTU; Sigma -Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) para bloquear a melanizagdo. Antes

de realizar a amputac¢ao da nadadeira caudal, larvas de 72hpf foram pré tratadas por 2h com as
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concentragdes ndo letais e teratogénicas do EA (0,08; 0,16; 0,31; 0,62 e 1,25mg/ml), EH ¢ EM
(0,08; 0,16 € 0,31 mg/ml), sendo utilizadas 30 larvas por tratamentos. Posteriormente, as larvas
foram anestesiadas com tricaina (0,016%), em seguida com bisturi e um estereomicroscopio
(Stemi 200C, Carl Zeiss, Alemanha) foram amputados os primordios das nadadeiras caudais
localizadas na regido apdés a notocorda (HASEGAWA et al., 2017, KAWAKAMI;
FUKAZAWA; TAKEDA, 2004). As larvas amputadas foram retornadas as diferentes
concentragdes dos extratos de pré-lesdo por seis horas a 28°C (POLEDNIK; KOCH; FELZIEN,
2018).

Posteriormente, as larvas foram fixadas com paraformaldeido (4%) em overnight, logo
depois coradas com Sudan Black por 20 min (LE GUYADER et al., 2008; POLEDNIK; KOCH;
FELZIEN, 2018). Apos este periodo, as larvas foram lavadas em etanol 70% e incubadas em
temperatura ambiente por 15 min em solucdo de 1% de KOH (Hidroxido de potéssio) e 1% de
H>0O; (Peroxido de hidrogénio) para a eliminacdo do excesso de pigmentacao (WALTERS et
al., 2009). As células coradas foram observadas em estereomicroscopio, sendo realizada a

contagem dos neutrdfilos na area da lesao.

2.9. Teste de regeneracio da nadadeira caudal de larva de zebrafish

Embrides fertilizados foram criados em meio de cultura E3 as 28°C por 72hpf. Neste
periodo (72hpf) larvas (n=20) foram anestesiadas em tricaina 0,016%, em seguida com bisturi
e um estereomicroscopio (Stemi 200C, Carl Zeiss) foram amputados os primordios das
nadadeiras caudais localizadas na regido apos a notocorda e foram fotografadas imediatamente
p6s amputagdo (Ohpa). Posteriormente, as larvas foram colocadas em microplacas de 96 pogos
(1 por pogo) com 200ul de diferentes concentragdes do EA (0,08; 0,16; 0,31; 0,62 e 1,25mg/ml),
EH e EM (0,08; 0,16 ¢ 0,31 mg/ml), durante trés dias. As 72hpa as larvas foram fotografadas
novamente e a area regenerada da nadadeira caudal foi quantificada utilizado o programa Motic

Images Plus (OPPEDAL; GOLDSMITH, 2010).

2.10. Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes

Inicialmente, apos a reproducdo foram expostos 40 embrides (por replica) a diferentes
concentragdes do EA (0,08, 0,16, 0,31 e 0,62mg/ml), EH e EM (0,08, 0,16, 0,31 mg/ml) até as
96hpf. Posteriormente, as larvas foram colocadas em micro tubo juntamente com 400uL de

tampao fosfato salino (PBS) pH 7,0 a frio e maceradas, sendo realizado em triplicata. Os
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homogenatos foram centrifugados (Heracus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, United States) por 4.000 xg a 4°C por 15 min para obtencdo do
sobrenadante (FELIX et al., 2016; SANTOS et al., 2020). Para determinar as concentragdes de
proteinas foi utilizado o método de Bradford em 595 nm (BRADFORD, 1976), como padrao

albumina de soro bovino.

2.10.2. Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi avaliada conforme o protocolo descrito por Aebi (1984).
Na qual ocorre o decréscimo de absorbancia a 240nm devido a degradacao do H>O2 em oxigénio
e agua. A leitura da absorbancia foi realizada a cada 15s por 3 min em espectrofotometro (Tecan,
Infinite 200 Pro, Suica) e a atividade foi expressa em pumol de H>O; degradado por minuto por

mg de proteina.

2.10.3. Superoéxido desmutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada conforme método de Beauchamp e Fridovich
(1971). Para iniciar a reacdo, a microplaca foi colocada sob luz (400lux) por 7 min, apos este
periodo foi realizado a leitura em espectrofotometro a 560 nm/ 25°C, sendo realizado em
triplicata. A unidade de atividade de SOD (U) foi determinada como a quantidade de enzima
necessaria para causar 50% de inibi¢do da taxa de fotorredu¢ao do Azul de nitrotetrazolio

(NBT), e o resultado foi expresso como unidades por mg de proteina.

2.10.4. Glutationa -s-transferase (GST)

A atividade da enzima GST foi analisada conforme metodologia de Habig e Jakoby
(1981). A ag¢do da GST foi medida através da formacdo do conjugado glutationa-2,4-
dinitrobenzeno que foi estimada pela variagdo da absorbancia a 340 nm por 3 min, em
espectrofotometro. As medidas foram realizadas em triplicata e nivel de atividade da GST
estimado pelo coeficiente molar de 9,6 x 10 ~3/M/cm em termos de conjugado de 2,4-
dinitroclorobenzeno (CDNB) produzido por minuto por mg de proteina. Os resultados foram

expressos em unidade por mg de proteina.
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2.11. Identificacao de células apoptdticas

As células apoptoticas foram detectadas em larvas vivas usando a coloracao de laranja
de acridina (corante metacromatico seletivo para acido nucleico). Foram utilizadas, 15 lavras
de zebrafish com 96hpf. Posteriormente as larvas foram submetidas a diferentes concentragdes
do EA (0,08; 0,16; 0,31; 0,62 2 1,25mg/ml), EH e EM (0,08; 0,16 ¢ 0,31mg/ml), lavadas em
meio E3, em seguida incubadas em 5Spg/mL de laranja de acridina por 20min no escuro a
temperatura ambiente. Apos este periodo as larvas foram lavadas em meio E3 por trés vezes
durante 5 min cada. Finalmente, as larvas foram anestesias em tricaina (0,016%) por 3 min
(XTA et al.,, 2017ab; ZHAO et al.,, 2019). As células apoptdticas foram observadas e
fotografadas em microscopio estereoscopio de fluorescéncia (Axio Observer. Z1, Zeiss,
Gottingen, Alemanha), equipado com camera AxioCam HRc (Zeiss). Em s