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RESUMO

Stachytarpheta sellowiana Schauer, conhecida popularmente como gervao roxo, € um arbusto
endémico do Brasil, descrito pela primeira vez em 1851 como uma espécie extremamente rara,
pertencente a familia Verbenaceae, encontrada apenas em Minas Gerais. S0 documentados
apenas 35 registros da mesma, evidenciando a falta de estudos com a flora brasileira. O género
Stachytarpheta possui cerca de 82 espécies conhecidas pelo seu potencial farmacolégico, sendo
descritas com propriedades anti-inflamatdrias, antimalaricas, anti-leishmanidticas, antibioticas,
hipoglicémicas e outras. Pressupfe-se que esta especie pouco documentada tenha semelhante
propriedade medicinal. Objetiva-se avaliar o potencial farmacol6gico desta planta, a comegar
pela toxicicidade da mesma por intermédio do modelo bioldgico zebrafish (Danio rerio),
elucidar seu local de ocorréncia, bem como iniciar a pesquisa fitoquimica do extrato e avaliar
sua atividade leishmanicida. O extrato foi preparado pelo método de maceracdo dinamica com
EtOH 92,80° INPM, rotaevaporado e liofilizado. Diferentes diluicdes foram preparadas para a
aplicacdo nos embrides de zebrafish para definir a concentracéo letal média (CLso), as doses
seguras foram testadas no protozoario Leishmania amazonensis, buscando a CLsp nesta espécie,
e 0 extrato bruto etanolico foi quantificado quanto aos teores de compostos fendlicos e
flavonoides totais por espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo 25 embrides por tratamento e sete
tratamentos (0,0; 100,0; 250,0; 500,0; 750,0 1.000,0 e 2.000,0 pg/ml), com trés repeticdes.
Depois da exposicdo os exemplares foram avaliados e com os valores obtidos, atraves de
analises estatisticas, a CLso no modelo bioldgico zebrafish foi estabelecida em 250,0 pg/mi<, o
extrato ndo apresentou atividade leishmanicida com a Cepa de L. amazonensis, 0s teores de
fendis e flavonoides foram 9,61 + 0,31 mg Eq. Q/g e 15,03 + 0,28 mg Eg. AG/qg,
respectivamente. Dentre as caracteristicas de ocorréncia atribuidas a planta, a restricdo
altitudinal foi a unica confirmada pelo estudo. Os resultados obtidos lancam luz sobre a
interagdo complexa entre uma planta medicinal e o desenvolvimento de um fitofarmaco,
fornecendo subsidios cruciais para futuros desenvolvimentos terapéuticos.

Palavras chaves: gervdo; Verbenaceae; Stachytarpheta; zebrafish; planta medicinal,
Leishmania.



ABSTRACT

Stachytarpheta sellowiana Schauer, popularly known as purple gervéo, is a shrub endemic to
Brazil, described for the first time in 1851 as an extremely rare species, belonging to the
Verbenaceae family, found only in Minas Gerais. Only 35 records of it are documented,
highlighting the lack of studies on Brazilian flora. The genus Stachytarpheta has around 82
species known for their pharmacological potential, being described with anti-inflammatory,
antimalarial, anti-leishmanial, antibiotic, hypoglycemic and other properties. It is assumed that
this poorly documented species has similar medicinal properties. The aim is to evaluate the
pharmacological potential of this plant, starting with its toxicity through the zebrafish (Danio
rerio) biological model, elucidate its place of occurrence, as well as begin phytochemical
research on the extract and evaluate its leishmanicidal activity. The extract was prepared by the
dynamic maceration method with EtOH 92.80° INPM, rotary evaporated and freeze-dried.
Different dilutions were prepared for application to zebrafish embryos to define the average
lethal concentration (LCso), the safe doses were tested on the protozoan Leishmania
amazonensis, looking for the LCso in this species, and the crude ethanolic extract was quantified
for the levels of phenolic compounds and total flavonoids by ultraviolet molecular absorption
spectrophotometry. The design used was completely randomized, with 25 embryos per
treatment and seven treatments (0.0; 100.0; 250.0; 500.0; 750.0, 1,000.0 and 2,000.0 pg/ml),
with three repetitions. After exposure, the specimens were evaluated and with the values
obtained, through statistical analyses, the LCso in the zebrafish biological model was
established at 250.0 pg/ml<, the extract did not show leishmanicidal activity with the L.
amazonensis strain, the phenol and flavonoid contents were 9.61 + 0.31 mg Eq. Q/g and 15.03
+ 0.28 mg Eq. AG/qg, respectively. Among the occurrence characteristics attributed to the plant,
the altitudinal restriction was the only one confirmed by the study. The results obtained shed
light on the complex interaction between a medicinal plant and the development of a
phytopharmaceutical, providing crucial information for future therapeutic developments.

Keywords: gervao; Verbenaceae; Stachytarpheta; zebrafish; medicinal plant; Leishmania
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1. INTRODUCAO

Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae) é uma planta endémica do Brasil,
conhecida popularmente como gervédo roxo. Seu primeiro registro foi feito em 1847, desde
entdo somente 35 registros da espécie foram feitos, indicando ameaca de extingdo e
evidenciando o descaso com as pesquisas da flora brasileira. Descrita como endémica na Cadeia
do Espinhago, regido predominantemente formada pelo bioma Cerrado, extremamente
ameacado pelo avancgo do agronegocio (hotspot).

O género Stachytarpheta é bastante conhecido, sendo utilizado como planta medicinal
pela populacdo h& muitos anos para o tratamento de diversas enfermidades. As atividades
leishmanicida, hipoglicémica, anti-inflamatoria, repelente, antibacteriana ja foram amplamente
pesquisadas, confirmando as acdes farmacoldgicas do conhecimento popular (Abe and Ohtani,
2013; Adebajo et al., 2007; Adedeji, 2012; Agampodi et al., 2022a; Almeida et al., 1995b;
Aumeeruddy and Mahomoodally, 2021). Todavia, a espécie Stachytarpheta sellowiana ndo
possui informac@es cientificas. O ponto de partida em qualquer investigacdo farmacoldgica
deve ser a toxicidade da planta, ja que o estabelecimento da dose é necessario para separar 0
remédio do veneno.

Um modelo biolégico que vem sendo cada vez mais empregado para avaliacdo da
toxicidade € o zebrafish. Danio rerio (Cyprinidae), conhecido como zebrafish, bandeirinha ou
paulistinha, € um peixe nativo da regido sudeste do Himalaia. Adquiriu visibilidade como
modelo biolégico devido as indmeras vantagens que apresenta, tais como: genoma
completamente sequenciado, sendo 70% semelhante a espécie humana, rapido ciclo de vida,
possibilitando testes em um curto periodo, embrido transparente, sensivel as substancias
toxicas, visivel a olho nu e com desenvolvimento externo, baixo custo para manutencdo e menor
impacto ambiental (Abidar et al., 2020; Abozaid and Gerlai, 2022; Abrdo et al., 2022).

Todas as fases de vida do zebrafish podem ser utilizadas pela pesquisa cientifica, a fase
embrionaria, em que o animal ainda néo sente dor, é 0 estagio mais sensivel do ciclo de vida do
peixe, sendo empregada para avaliagdes toxicologicas, padronizadas por diversas organizagoes,
sendo a OECD (Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico) a maior
referéncia, patenteadora do teste FET (Toxicidade Embrionaria em Peixe) (Akhtar et al., 2016;
Certo et al., 2017).

Descartando as dosagens que apresentarem toxicidade, as doses seguras podem ser

estudadas para compreensdo da acdo bioldgica da espécie. Uma das indicagdes das espécies
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contempladas pelo género Stachytarpheta é a leishmanicida. As leishmanioses sdo doengas
causadas por protozoarios do género Leishmania, um parasita intracelular obrigatério,
transmitidas para hospedeiros vertebrados através da picada de flebotomineos fémeas
infectadas com o protozoario. O microrganismo necessita do flebotomineo, conhecido
popularmente como mosquito palha, para completar o seu ciclo de vida, da forma amastigota
(sem flagelo), encontrada no macréfago dos hospedeiros e no trato gastrintestinal do vetor, para
a forma promastigota (com flagelo) (Cecilio et al., 2022).

Dividem-se em duas principais apresentacdes clinicas, a Visceral, que atinge 6rgéos
internos, possui alta mortalidade e atinge principalmente criangas e a Tegumentar, que se
subdivide em Cutaneo-Mucosa, responsavel por provocar lesdes na mucosa e Cuténea, provoca
lesBes indolores de base eritematosa e é a mais comum. Todas as formas acometem inumeras
espécies, mas o principal reservatério é o cachorro, sendo protocolo de prevencédo elimina-los.
Atualmente existe tratamento (Milteforam®), entretanto devido ao preco (+ R$ 1.000,00), este
é pouco empregado (Ibarra-Meneses et al., 2022; Kumari et al., 2022).

O Brasil é responsavel pela maior quantidade de casos notificados causados pelo
protozoario Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi, com endemismo notavel em
inimeros estados, inclusive Minas Gerais. Em contrapartida € também o pais com a maior
biodiversidade mundial. Estima-se que 125.000 plantas sdo medicinais, destas somente 1-2%
s&o estudadas e inimeras correm risco de extingdo. E bastante provavel que inGimeras doengas
possam ser tratadas com o fitocomplexo que essas plantas possuem, para isso é necessario que
estudos cientificos sejam conduzidos de forma a garantir eficacia, qualidade e seguranca para
sua utilizag&o.

Algumas espécies do género Stachytarpheta ja possuem essas informacdes, entretanto
guando se trata da S. sellowiana ndo existe nenhum documento publicado na plataforma Scopus,
Web of Science e PubMed, no entanto é possivel que essa espécie tenha semelhante acéo
farmacoldgica, tendo potencial para ser aliada no tratamento destas enfermidades

negligenciadas.

2. OBJETIVO GERAL
Objetiva-se avaliar a toxicicidade da Stachytarpheta sellowiana Schauer em zebrafish

(Danio rerio) e sua atividade leishmanicida.

2.1. Objetivo Especifico
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e Coletar e preparar o extrato da espécie Stachytarpheta sellowiana;
e Avaliar a toxicidade da planta em embrides de Danio rerio;

e Quantificar os teores de fenais e flavonoides totais;

e Levantamento da ocorréncia geografica;

e Avaliar a atividade leishmanicida.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Stachytarpheta sellowiana Schauer

Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae), conhecida popularmente como
gervio-roxo ou gervdo-azul. E uma espécie endémica do Brasil considerada ameacada de
extincdo, restrita ao estado de Minas Gerais, com populacdes encontradas na Cadeia do
Espinhaco. Descrita como extremamente rara ha 175 anos, somente 35 registros da espécie
foram feitos até entdo, sendo todos no estado de Minas Gerais (Harley and Atkins, 1996; SiBBr,
2008; Cardoso et al., 2020b).

Nenhum documento foi encontrado na literatura disponivel na base de dados Scopus,
PubMed e Web of Science, ao utilizar como palavra-chave 0 nome da espécie, tendo que
abranger o estudo da planta para género e familia. Entretanto foi possivel encontrar algumas
publicacdes na plataforma Google Académico, nestas a espécie é descrita como endémica,
portanto restrita, da Serra do Espinhaco, entretanto os registros da mesma nao se limitam a essa
regido, sendo necessario um georreferenciamento desta area para melhor entendimento de sua
ocorréncia (Cardoso et al., 2019; de Melo et al., 2010).

A S. sellowiana é um sub-arbusto ramificado com cerca de 0,6 m de altura, apresentando
ramos cilindricos, tricomas glandulares, folhas sésseis com lamina de 2-5 cm x 1-2 cm,
subpatente, coriacea, oboval, de apice obtuso, margem serrilhada, base atenuada, face adaxial
e abaxial densamentes cobertas por tricomas simples e glandulares. Suas inflorescéncias
possuem espigas terminais 4-6 floras, 3-6 x 3 cm, bracteas esverdeadas, estreito-ovais, com
cerca de 8 mm de comprimento, contendo tricomas curtos e glandulares, calice 2-laciniado de
cerca de 14 mm de comprimento e tricomas glandulares externos. Apresenta corola
infundibuliforme, de cor azul-escura, tubo ligeiramente curvo de cerca de 15 mm comprimento.

A espécie possui estames 2 perfeitos, inseridos na metade do tubo da corola e estaminddios 2,
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ovario possui cerca de 2 mm comprimento e fruto ndo-visto (FIGURA 1). (Cruz and Salimena,
2017)

Figura 1 - Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae)

Fonte: Da autora (2022)

3.2. Género Stachytarpheta

O género Stachytarpheta é o segundo maior dentre os 35 contemplados pela familia
Verbenaceae, familia que contem aproximadamente 1.200 espécies distribuidas nas regifes
aridas e semiaridas da Africa, Andes e das Américas. Destas, 286 se encontram no Brasil, 187
sdo endémicas e 50 estdo ameacadas de extincdo, todavia, poucos estudos desta familia foram
realizados no pais, a maioria deles ndo incluem as espécies da flora brasileira. Schauer (1847)
foi pioneiro ao realizar um levantamento das espécies brasileiras pertencentes ao género
Stachytarpheta, até hoje o mais completo; foi também o responsavel pelo primeiro registro da
Stachytarpheta sellowiana Schauer (Cabral et al., 2018; Cardoso et al., 2020b; Cruz and
Salimena, 2017).

As espécies deste género encontradas no Brasil sdo bastante distintas, sendo possivel
encontrar de herbaceas até arboreas, sendo as arbustivas as mais comuns. Apresentam ramos

cilindricos ou tetragonais, as folhas sdo simples, de filotaxia oposta ou verticilada, raramente
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alternas e frequentemente com margens crenadas, inflorescéncias racemosas, bracteas
esverdeadas ou rdseas, flores podem ser monoclinas ou diclinas, sésseis ou pediceladas,
zigomorfas e raramente actinomorfas, o calice pode ser gamossepalo, tubuloso ou
campanulado, a corola gamopétala, 4-5-mera, 0os estames 4-5, geralmente didinamos, ou 2
férteis e 2 estaminddios, o gineceu 2—4 carpelar, 1-carpelar por aborto, o ovario é sUpero,
contendo 1 évulo por léculo, o estilete é terminal, o estigma lateral e o fruto € do tipo drupa ou
esquizocarpo (Atkins, 2005).

Estima-se a existéncia de 133 espécies do género no mundo todo, destas 79 foram
identificadas no Brasil até o ano de 2005, entretanto estudos taxondmicos atuais incluiram 4
novas espécies, totalizando 83 registros no Brasil, 76 sdo endémicas, concentradas
principalmente na Cadeia do Espinhaco, onde o bioma Cerrado é predominante (FIGURA 2),
especialmente o tipo fitofisionbmico Campo Rupestre (Atkins, 2005; Cabral et al., 2018;
Cardos et al., 2019; Cardoso et al., 2020a; Cardoso et al., 2021; Cardoso et al., 2022).

Figura 2 - Fitofisionomias do bioma Cerrado

FITOFISIONOMIAS po siomaCERRADO Enpe

FORMACOES FLORESTAIS FORMAGOES SAVANICAS FORMAGOES CAMPESTRES

Mata Clliar

ata de Mata Seca Cerradio
lori

Fonte: (RIBEIRO, 2008)

Os solos desta fitofisionomia sdo os neossolos litdlicos, originados pela decomposicéao
de arenitos e quartzitos, pobres em nutrientes, acidos e com baixo teor de matéria organica, com
altitudes geralmente maiores de 900 metros, ventos constantes, variacbes extremas de
temperatura, substratos arenosos ou pedregosos com afloramentos e pouca disponibilidade de
agua devido a baixa profundidade e capacidade de retencdo do solo (Ribeiro and Walter, 1998;
Zappi et al., 2003).

O Cerrado € o bioma brasileiro com a maior ocorréncia da Verbenaceae e de outras
familias, com destaque para o Cerrado mineiro. No Cerrado, existe um endemismo notavel de
inimeras espécies, sendo considerado um hotspot. Devido a expansao do agronegocio, estima-

se gque se o desmatamento mantiver o ritmo atual até 2050, mais de 1.100 plantas endémicas
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poderdo ser extintas, dentre elas inimeras sdo plantas medicinais que ainda ndo foram
documentadas. A necessidade da conservagdo deste bioma se faz também pela demanda do

conhecimento das espécies que ele comporta (Cardoso et al., 2020a; Cardoso et al., 2022).

3.2.1. Atividade biologica do género

A utilizacdo para fins medicinais do género Stachytarpheta é bastante disseminada,
indicada para diversas enfermidades por apresentar atividade leishmanicida, hipoglicémica,
imunossupressora, antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica, antibacteriana e antiparasitaria,
a depender da planta, do farmac6geno, do solvente e do método extrativo utilizados, ja que a
composicdo quimica e, portanto, a acdo farmacoldgica estdo relacionadas com esses fatores
(Abe and Ohtani, 2013; Adebajo et al., 2007; Agampodi et al., 2022a, b; Almeida et al., 1995a;
Duret et al., 1976).

Na literatura foi possivel observar que as espécies mais estudadas até agora foram a
Stachytarpheta jamaicensis, S. cayennensis, S. mutabilis, S. indica, S. angustifolia, S. glabra e
S. urticifolia. Nestes estudos, observa-se divergéncias quanto aos solventes e 0 método extrativo
utilizado. Entretanto, a maioria deles utilizam as folhas, alcool 95% e a maceracdo para
obtengdo do extrato vegetal. Dos compostos e classes de compostos identificados, a maioria
deles s&o compostos fendlicos, verbascosideos (fenilpropaanodide), aminas, 6p-
hidroxipolamiida, iridoides, ipolamiidas (iridoides), taninos, flavonoides, esteroides,
glicosideos cardiotdnicos, alcaldides e saponinas (Adebajo et al., 2007; Agampodi et al., 20223;
Chowadhury et al., 2004; Da Silva et al., 2013; De Oliveira, 2022).

A atividade anti-leishmania foi constatada na espécie Stachytarpheta cayennensis
(FIGURA 3), esta apresenta verbascosideo e ipolamiida como compostos majoritarios. Seu uso
é bastante difundido, principalmente entre 0s povos originarios, com multiplas indicacdes
terapéuticas, muitas delas analisadas cientificamente, o que justifica sua participagdo no
Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais do SUS (Braga et al., 2007; Maquiaveli et al.,
2016; Salde, 2006).

Figura 3 - Stachytarpheta cayennensis Vahl
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Fonte: (Brasil, 2020)

3.2.2. Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, endémica em 98 paises, que possui como
hospedeiros definitivos alguns animais silvestres, cavalos, seres humanos e principalmente
caes. Tendo os flebotomineos como hospedeiros intermediarios, é através da picada de fémeas
parasitadas por protozoarios do género Leishmania que a doenca é transmitida. No Brasil, ela
se manifesta predominantemente em duas formas clinicas distintas: a leishmaniose cutanea e a
leishmaniose visceral (Cecilio et al., 2022; Erber et al., 2022).

A leishmaniose cuténea, responsavel por grande parte dos casos, apresenta lesdes no
tecido epitelial, é causada por diversas espécies do género Leishmania. Entre as principais,
destacam-se Leishmania (viannia) braziliensis, Leishmania (viannia) guyanensis e Leishmania
(leishmania) amazonensis. Essa diversidade pode influenciar aspectos como a resposta do
hospedeiro, a patogenicidade e, potencialmente, a eficacia de tratamentos (Da Silva et al., 2018;
Gouri et al., 2022; Ibarra-Meneses et al., 2022).

Por outro lado, a leishmaniose visceral, associada & Leishmania chagasi, representa uma

forma mais grave da doenca, com acometimento sistémico, causando febre, pancitopenia,
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hepatoesplenomegalia e potencialmente morte. A compreensdo das peculiaridades de cada
espécie é essencial para a implementacdo de estratégias eficazes de prevencdo, diagnostico e
tratamento. O tratamento estabelecido para esta doenca consistia na eutanasia dos hospedeiros
definitivos, com exce¢do do homem, atualmente o tratamento implica na utilizacdo de
medicamentos (miltefosina e alopurinol) que apresentam inimeros efeitos adversos e alto custo
(aproximadamente 1.000 reais) (Erber et al., 2022; Ibarra-Meneses et al., 2022; Kumari et al.,
2022; Kvist et al., 2006; Mazire et al., 2022; Moreira et al., 2007; Vasquez-Ocmin et al., 2018).

E de extrema importancia que novas formas de tratamento sejam pesquisadas, como por
exemplo, a fitoterapia, que consiste na utilizacdo de plantas que possuem metabdlitos especiais,
capazes de prevenir, curar ou tratar doencas, conhecimento alicer¢ado na utilizagao popular ha
milhares de anos. A partir destas plantas, chamadas medicinais, € possivel obter derivados
vegetais, dentre eles esta o extrato, formado por substancias extraidas da planta por meio de
solventes apropriados (ANVISA, 2022).

Na literatura contatou-se que outros géneros de plantas medicinais (Syringa e
Homalolepis) que possuem iriddides, compostos monoterpenoidicos, de esqueleto iridano,
especificamente ipolamiida, também possuem atividade leishmanicida, sendo letal para formas
amastigotas e promastigotas de diferentes espécies de Leishmania (Atay et al., 2016; Braga et
al., 2007; Da Silva et al., 2018; Gouri et al., 2022; Kirmizibekmez et al., 2004; Kvist et al.,
2006).

3.3. Zebrafish

Nativo do sul da Asia, a espécie Danio rerio (sinonimia Brachydanio rerio),
popularmente conhecida como paulistinha ou zebrafish (FIGURA 4), € um peixe de 4gua doce
de regides tropicais, que atinge em média 2 a 3 cm de comprimento. A diferenca de géneros é
facilmente identificada, pois os machos sdo menores, mais estreitos e apresentam listras
douradas e azuis, ao contrario das fémeas, que apresentam listras pratas e azuis e possuem a

barriga esbranquicada (Alafiatayo et al., 2019; Balkrishna et al., 2021).

Figura 4 — Zebrafish



18

Fonte: (Abozaid and Gerlai, 2022)

Em crescente utilizacdo como modelo biolégico € considerada um étimo modelo
vertebrado devido a sua semelhanca morfoldgica, fisiologica e genética com os mamiferos,
ademais seu pequeno porte, cddigo genético totalmente sequenciado, velocidade de
desenvolvimento, economia na manutencéo, alta fecundidade, curto ciclo de vida e embriGes
transllcidos sdo outras vantagens da espécie (Abidar et al., 2020; Agraz et al., 2021; Ferreira et
al., 2019).

Todos os seus estagios de vida (embrionério, larval, juvenil e adulto) tém sido
amplamente utilizados para a pesquisa (FIGURA 5), empregados em diferentes analises. Uma
delas é o ensaio de embriotoxicidade, que visa determinar a toxicidade de uma substancia em
embries de Danio rerio (Zainol Abidin et al., 2020). Somente nos ultimos 18 anos foram
publicados 47.779 documentos, de acordo com a base de dados Scopus (pesquisa realizada no
dia 18/08/2022) relacionada a palavra-chave “Zebrafish”, indicando crescente visibilidade a

este modelo tdo vantajoso.

Figura 5 — Embrides de zebrafish
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Gistrula (10 bph)

JINN

Facaguls (31 bpl) Eckmdo (30 bpf)

Fonte: Adaptado pela autora (2022)

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultivo das matrizes

O cultivo das plantas foi realizado no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) — MG. Foram utilizadas mudas
advindas da parte superior (apicais e nodais) de plantas de Stachytarpheta sellowiana, coletadas
na Serra do Campestre em Lavras-MG.

O cultivo das plantas foi conduzido de forma livre em canteiro com solo classificado
como sendo do horizonte B do latossolo vermelho distréfico (textura argilosa) com as seguintes
caracteristicas quimicas: pH em agua= 6,0; P e K = 1,13 ¢ 26,0 mg-dm™3; Ca, Mg, Al e H+ Al
=1,20; 0,20; 0,00 e 1,86 cmol-dm™; saturacdo de bases V (%) = 44,04; matéria organica = 1,41

dag Kgt; teor de argila = 64 dag Kg, com duas irrigacbes semanais.

4.2. Preparo do extrato

Folhas da base, meio e apice da planta Stachytarpheta sellowiana Schauer foram
coletadas pela manha, no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA) - MG, situada nas coordenadas geograficas 21°23”
S 44° 94” W, 918 m de altitude.

As folhas selecionadas foram pesadas, secas em estufa com circulacédo de ar fechada a

38 + 2 °C, durante 96 horas, pesadas para calculo de matéria seca e tamisadas em peneira de
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andlise granulométrica de malha 9 TY e abertura de 2,00 mm, obtendo a droga vegetal. A droga
vegetal foi extraida na propor¢do 1:5 (300 g da planta: 1.500 mL de EtOH 92,80° INPM), e
macerada durante 7 dias, a temperatura ambiente, com duas agitacdes diarias durante 3 minutos,
com intervalo de 12 horas entre elas.

O extrato vegetal foi filtrado a vacuo e o residuo remacerado com 1,500 mL de EtOH
92,80° INPM. O extrato foi concentrado em Rotavapor (Buchi Switzerland) a 40°C,
condensador a -3°C, rotacdo de 5 rpm e vacuo de 150 mbar ao inicio, diminuindo
gradativamente, de 5 em 5 mbar até a evaporacdo completa do solvente.

Posteriormente, as amostras foram congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer a -80 °C, até passarem por secagem por liofilizacdo a uma pressdo de vacuo de
aproximadamente 1.140 mbar, com temperatura do condensador de -63 °C, durante 44 horas e
42 minutos. As amostras liofilizadas foram armazenadas na geladeira até montagem dos

experimentos.

4.3. Ensaios de embriotoxicidade

4.3.1. Obtencado dos embrides

Depois da aprovacio do Comité de Etica Animal da UFLA, sob o protocolo 040/2021,
adultos de Danio rerio foram separados de acordo com o sexo (20 machos e 20 fémeas) no dia
anterior a cada reproducdo, em pequenas criadeiras. As criadeiras foram mantidas em aquéarios
de 40L com sistema de oxigenacéao constante e temperatura controlada a 28°C, com manutengéo
do fotoperiodo de 14 horas luz/10 horas escuro. No dia seguinte pela manha, os machos foram
acondicionados na criadeira das fémeas (2 machos/1 fémea) uma ou duas horas antes do término
do periodo de fase escura, para estimular a reproducéo e a liberacdo de gametas no periodo de
fase clara que sucede. A utilizacdo de criadeiras com um fundo gradeado é de extrema
importancia, para que os ovos passem pelo fundo, ficando protegidos do canibalismo.

Os embri6es foram coletados por meio de uma pipeta e mantidos em meio E3, em placas
de petri (100 embrides por placa), em estufa a 28°C, até que tivessem alcancado a fase de 50%
de epibolia (5 horas apos fertilizacdo). O meio E3 permite a padronizagdo do desenvolvimento
embrionario do zebrafish e possui em sua composi¢do 5 mM NaCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM
CaCl2, 0,33 mM MgS04, e 0,1% de azul de metileno (Di Prinzio et al., 2010).
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4.3.2. Teste de embriotoxicidade
Ao atingir a fase de epibolia, os ovos passaram por uma triagem inicial, classificando —

0s como embrides viaveis ou invidveis. Os viaveis foram acondicionados em placas de ELISA
de 96 pocos (1 embrido por pogo), sendo utilizados 24 e75 embriBes por concentracdo, no pré-
teste e no teste, consecutivamente.

As concentrac@es do pré-teste foram estabelecidas de acordo com as diretrizes da OECD
236, em escala logaritmica de 10 em 10, sendo empregada as dosagens de 0; 1,0; 10; 100 e
1.000 ug/ml. As concentracdes do teste foram estabelecidas de acordo com os resultados do
pré-teste, sendo empregadas as dosagens de 0; 100; 250; 500; 750; 1.000 e 2.000 ug/ml. A
maior concentragéo testada deve resultar em 100% de letalidade e a menor concentragéo testada
deve ndo apresentar efeito observavel. No controle ha apenas o meio E3.

Em cada um dos pocos foi adicionado 200 uL de cada solucdo. As placas foram cobertas
com Parafilm® para evitar o possivel efeito de evaporacdo e em seguida incubadas a 28+1°C.
Para a observacédo das taxas de sobrevivéncia, eclosdo e possiveis alteragdes morfoldgicas, os
embribes foram avaliados diariamente até alcancarem 96hpf (OECD, 2013).

Foram consideradas alteracbes morfologicas as seguintes caracteristicas: nao
fertilizacdo, formacdo de blastula e gastrula, ndo desenvolvimento de somitos, desenvolvimento
dos olhos, movimentos espontaneos, presenca de circulagdo na aorta dorsal, grau de
pigmentacgéo da larva, edema durante a formacdo do coracgdo, ndo descolamento de cauda, falta
de batimento cardiaco e retardo de crescimento (Hallare; Kohler; Triebskorn, 2004).

Com base nos parametros normais da espécie, quaisquer outras caracteristicas que nao
correspondem ao desenvolvimento da espécie foram consideradas como alteracBes
morfolégicas. O ndmero de individuos mortos e o estagio de desenvolvimento foram
verificados todos os dias, sendo contabilizados todos os embrifes que nao apresentaram
batimento cardiaco, circulacdo sanguinea ou outro processo de degeneracdo. Todos 0S
procedimentos experimentais, tanto a reproducdo quanto os testes toxicolégicos, seguem
especificacbes da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico. Todos 0s
embrides que sobreviveram apos o teste de toxicidade foram sacrificados com superdosagem
de anestésico benzocaina (250 mg/L) (Kimmel et al., 1995; OECD, 2013).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo 25 embrides por
tratamento e 7 tratamentos (0,0; 100,0; 250,0; 500,0; 750,0; 1.000,0 e 2.000,0 ug/mL) com trés
repeticdes. Depois da exposi¢éo foi feita a avaliagdo dos exemplares e com os valores obtidos,

através de analises estatisticas, foi possivel obter a CLso.
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4.4. Levantamento da ocorréncia geografica

A ferramenta utilizada foi a QGIS, abastecida com dados baixados do IBGE em
conjunto com os pontos de ocorréncia da espécie Stachytarpheta sellowiana Schauer (QGIS,
2014). No site do IBGE os dados buscados foram: Biomas brasileiros, fitosifionomias do bioma
Cerrado encontrados no estado de Minas Gerais e altitudes no estado de Minas Gerais. Gerando
quatro cartografias através de analise de sobreposicdo de camadas (IBGE, 2022).

4.5. Quantificacao de metabdlitos secundarios

4.5.1. Quantificacdo de compostos fendlicos

A quantificacdo de compostos fendlicos totais foi determinada em microplacas com 96
pocos pelo método de Folin-Ciocalteau com modificacfes (Singleton & Rossi, 1965). Foram
utilizados 40 pL do extrato, em seguida adicionados 120 pL do reagente Folin-Ciocalteu (10%)
e 120 pL de Na>COz (7,0%). Todas as amostras foram incubadas por 2 horas no escuro em
temperatura ambiente e sua absorbancia lida a 760 nm. A curva de calibracéo foi gerada a partir
do padréo acido galico diluido em cinco diferentes concentragdes (35,7; 17,8; 8,9; 4,5 e 2,2 g/
uL), os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de &cido gélico por grama de

folha seca e todos os testes foram realizados em quintuplicata.

4.5.2. Quantificacdo de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides totais foi determinada pelo método descrito por Popova
et al. (2005) com modificagcdes. Em microtubos de 1,5 mL aliquotas de 100 uL do extrato foram
misturados com 100 uL de AICI3 (7%). Todas as amostras foram incubadas por 40 minutos no
escuro em temperatura ambiente, centrifugadas a 5000 rpm por cinco minutos. Posteriormente,
200 uL das amostras foram transferidas para uma microplaca e a absorbancia lida a 420 nm. A
compensacdo de cada tratamento foi preparada utilizando a mesma metodologia, apenas
substituindo o cloreto de aluminio por 4gua destilada. A curva de calibragdo foi gerada a partir
do padrdo quercetina diluido em cinco concentracGes distintas (93,7; 46,9; 23,4; 11,7; 5,9 pg/
pL). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de quercetina por grama de

folhas seca. Todos os testes foram realizados em quintuplicata.

4.6. Ensaios de viabilidade

4.6.1. Leishmania amazonensis
O ensaio de viabilidade da cepa de Leishmania amazonensis (OP46) iniciou-se pela

preparacdo de uma lamina com a finalidade de avaliar a qualidade da cultura. Posteriormente

foi retirado um volume de 5 ml da cultura, centrifugado a 3.000 RPM por 10 minutos a 23°C.
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Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em RPMI
1640 Medium (SIGMA) suplementado com 10% de soro fetal bovino.

Para a contagem em Camera de Neubauer, uma diluicdo em formalina 4% foi preparada
(1:40 - 390 pl de formalina 4% + 10 ul de Leishmania), 10 ul da diluicdo foi colocada na
Céamera e contada em microscopio. Apos a contagem, o volume necessario para o experimento
foi ajustado para uma concentracdo de 2x10® células/ml. As células foram centrifugadas
novamente para remover o excesso de meio de cultura. O sobrenadante foi descartado, e as
células foram ressuspendidas no volume necessario de RPMI.

Em seguida foi adicionado 1x10’ parasitos por po¢o em um volume de 50 pl de meio
RPMI para a fase exponencial de crescimento da cultura. Em cada pogo foi adicionado 50 pl
de cada uma das preparacdes do extrato (1% do extrato + DMSO em 50 uLL de RPMI). As placas
foram cobertas com Parafilm® para evitar o possivel efeito de evaporacdo e em seguida
incubadas na Estufa BOD, a 25°C. Para a observacdo das taxas de sobrevivéncia, as placas
foram avaliadas as 24, 48 e 72 horas. Ap6s cada um dos tempos foi adicionado 150 ul da solugédo
de MTT em RPMI com 10% SFB em cada poco. As placas foram envolvidas com Parafilm® e
papel aluminio, e incubadas na Estufa CO2 a 37°C por 4 horas. Apoés a incubacéo, foi adicionado
SDS 10% em HCL 0,01 M, e as placas foram incubadas por 16 horas para leitura em 490 nm.

No processo de contagem, o volume necessario da cepa OP46 foi calculado com base
na contagem da célula mae pura e diluicdo em formalina 4%. A curva da OP46 foi preparada
em volumes finais de 300 pl/poco, com diferentes pontos representando variacdes de

concentracdo de Leishmania.

4.6.2. Macrdéfagos murinos
O cultivo de macréfagos murinos da linhagem J774.A1 (Banco de Células do Rio de

Janeiro — BCRJ) foi conduzido em garrafas de cultura de 160 ml (Nunc, Roskilde, Denmark)
utilizando o meio RPMI 1640 Medium (SIGMA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
- SFB (Vitrocel Embriolife, Campinas, SP).

Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 1x107 macrdéfagos por po¢o em um
volume de 50 uLL de RPMI. O extrato foi dissolvido em DMSO, e as dilui¢des foram preparadas
para atingir 1% do extrato + DMSO em 50 uL de RPMI. Em triplicata, foram adicionados 50
uL de cada concentragdo nos pogos, para cada tempo de tratamento (24 e 48 horas). As placas
foram lacradas com Parafilm® e incubadas na Estufa BOD a 25°C.

Ap0s cada periodo de tratamento, as placas foram centrifugadas por 10 minutos a 3000
RPM a 18°C. Em seguida, adicionou-se 150 uL de solugdo de MTT em RPMI com 10% SFB
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aos pocos, mantendo as placas ao abrigo da luz durante a incubacdo em estufa CO2 a 37°C por
4 horas. Apos este periodo, adicionou-se 60 puL/pogo de SDS 10% em HCL 0,01 M (SDS —
HCI), seguido de incubacdo por 16 horas a 37°C em estufa CO2. A leitura foi realizada em

espectrofotdbmetro a 490 nm.

4.7. Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se

o software R.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Embriotoxicidade
Os experimentos foram conduzidos utilizando doses variadas (0, 100, 250, 500, 750,

1.000 e 2.000 pg/ml) no modelo zebrafish, selecionadas com base nos resultados do pre-teste,
no qual de todas as doses avaliadas (0; 1,0; 10,0; 100,0 e 1.000 ug/ml) somente a de 1.000
pg/ml evidenciou mortalidade e alteracdes morfologicas. Em todas as outras dosagens o
desenvolvimento apresentou normalidade, indicando a necessidade de concentrar as
investigacoes no intervalo de 100 a 1.000 pg/ml.

Nas primeiras 24 horas de exposicdo, as concentragdes de 1.000 e 2.000 pg/ml
demonstraram uma taxa de mortalidade de 100%, sendo classificadas como doses letais.
Conforme o esperado, dada a alta concentragdo das mesmas. Na dosagem de 750 pug/ml, a taxa
de mortalidade atingiu 100% as 96 hpf, entretanto, desde as primeiras 24 hpf ja foi constatada
mortalidade e os sobreviventes apresentaram alteracdes morfoldgicas (22,6% com retardo no
crescimento e 21,3% com lordose), indicando que a dose seja teratogénica (Fakri et al., 2020;
Shen et al., 2023).

A concentragdo de 500 pg/ml resultou em alteragcdes morfoldgicas na maioria dos
embrides nas primeiras 24 horas de exposicao (68% dos embrides com retardo no crescimento),
as 72 hpf 25% dos embrides ja haviam perecido e 0s remanescentes apresentaram
anormalidades (57,3% apresentaram retardo no crescimento e 6,7% edema de pericardio), as
96 hpf a taxa de mortalidade alcangou 100%. Apesar de apresentar valores menores que a dose

de 750 ug/ml é igualmente teratogénica (Marinho et al., 2022; Zian et al., 2022).
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Em contraste, os embrides expostos a dosagem de 100 pg/ml exibiram respostas
semelhantes aos do grupo controle em todos os intervalos analisados, com alta taxa de
sobrevivéncia e normalidade no desenvolvimento. A dosagem de 250 pg/ml também apresentou
respostas semelhantes ao grupo controle. Contudo, a partir das 72 hpf, observaram-se alteracfes
morfologicas na maioria dos embribes (26,7% exibiram lordose, 4% manifestaram edema de
pericardio, e 6,7% apresentaram retardo no crescimento), e as 96 hpf 50% atingiram a
mortalidade. O Gréfico 1, gerado pelo GraphPad Prism, ilustra as varia¢fes ao longo do tempo
para todas as dosagens avaliadas.

Esses resultados destacam a variabilidade nas respostas dos embrides as diferentes
concentrag0es, evidenciando efeitos como eclosao, retardo no crescimento, lordose e edema de
pericardio em diversos estagios do desenvolvimento embrionario, alteracdes similares com a
de outros trabalhos utilizando o mesmo modelo bioldgico para avaliagdo de toxicidade de

plantas medicinais (Alafiatayo et al., 2019; Chahardehi et al., 2020; Singulani et al., 2018).

Gréafico 1 — Embriotoxicidade do extrato bruto etandlico de S. sellowiana
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Fonte: Da Autora, 2023 (William UFLA)

As doses seguras para uso no presente estudo foram estabelecidas em 100 e 250 pug/ml.
Cabe destacar que, até 0 momento, nao foram identificados estudos publicados relacionados a
planta especifica utilizada neste trabalho. No entanto, foram encontrados cinco trabalhos
cientificos abordando plantas do mesmo género, estes empregaram ratos como modelo animal
e, de maneira analoga, administraram doses equivalentes das folhas das plantas S. angustifolia,
S. cayennensis e S. jamaicensis para avaliacdo da toxicidade das mesmas.

A anélise comparativa dos resultados obtidos neste estudo com os cinco trabalhos
existentes revelou similaridades significativas, mesmo com as potenciais variacées na resposta
toxicoldgica entre diferentes espécies de animais e plantas utilizadas nos estudos. Sendo que a
S. angustifolia apresentou doses abaixo de 50 pg/ml como dose segura, a S. jamaicensis com
doses abaixo de 75 ug/ml e a S. cayennensis, apresentando a maior margem de seguranga, com
doses abaixo de 750 pg/ml (Ataman et al., 2006; Idu et al., 2006; Laryea and Borquaye, 2021,
Ogbonnia et al., 2009; Olayode et al., 2020).

Adicionalmente, uma reviséo de literatura abrangente identificou outros 22 trabalhos
publicados que empregaram plantas medicinais e 0 modelo zebrafish. Destaca-se que o primeiro
trabalho desse tipo foi publicado em 2018, sugerindo que o uso do modelo zebrafish para
avaliacdo toxicologica de plantas medicinais € uma abordagem relativamente recente. Contudo,
o0 crescente nimero de publicacdes desde entdo demonstra o potencial promissor desse modelo

para pesquisas nesse contexto.

5.2. Levantamento da ocorréngia geogréafica

A planta objeto desta pesquisa, embora ndo tenha sido previamente documentada em
estudos cientificos, apresenta descricdes em repositdrios de flora brasileira. Nestas fontes, a
planta é caracterizada como endémica, sugerindo uma distribuicao restrita a uma Unica area
geografica especifica, reconhecida como regido da Serra do Espinhaco Meridional (Cardoso
et al., 2019; SiBBr, 2008).

No entanto, observagdes de campo realizadas durante este estudo revelaram a presenca
da planta em locais além daqueles inicialmente indicados pelos registros e uma incoeréncia
entre 0s proprios registros, apontando a existéncia da mesma em 10 municipios diferentes no

Estado de Minas Gerais, dentre estes, nem todos estdo localizados na regido descrita como
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endémica (De Melo et al., 2010; De Oliveira, 2022; SiBBr, 2008).

Para validar e mapear a distribuicdo real da planta, foram coletados dados de ocorréncia
da espécie, e uma cartografia dos locais de ocorréncia foi gerado (Figura 6), apresentando
tanto os pontos em que a planta foi identificada, quanto a delimitacdo da area previamente
designada como restrita (drea demarcada no mapa, contornada em preto). Dos 10 pontos de

ocorréncia, apenas 3 estavam localizados dentro da area de endemismo.

A anadlise da Figura 6 evidencia que a distribuicdo geografica da planta ultrapassa
significativamente os limites inicialmente estabelecidos. Os pontos de ocorréncia estendem-
se para além da area considerada endémica. Sendo assim, outro mapa foi gerado (Figura 7)
com a intencdo de incorporar informacdes adicionais sobre os biomas de ocorréncia, ja que
no levantamento inicial, a planta era descrita como restrita a um unico tipo fitofisionémico

do bioma Cerrado, o Campo Rupestre (De Oliveira, 2022).

Surpreendentemente a planta foi identificada também em Mata Atlantica (demarcada
no mapa por pontos), além do Cerrado (demarcado por tracos). A presenca dela em ambos 0s

biomas evidenciaria uma notavel adaptacéo, ja que sdo dois ambientes tdo distintos.

Figura 6 — Cartografia dos locais de ocorréncia da S. sellowiana e da Cadeia do

Espinhaco
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Fonte: Da Autora, 2022 (Dmitri, Pedro e Gavilanis UFLA)

Figura 7 — Cartografia dos biomas de ocorréncia da S. sellowiana

Fonte: Da Autora, 2022 (Dmitri, Pedro e Gavilanis UFLA)

Para melhor esclarecimento dessa provavel adaptacéo, outro mapa foi criado, com a

intengdo de delimitar melhor essas nuances entre biomas. Neste (Figura 8) os tipos
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fitofisiondmicos foram avaliados, elucidando que a espécie em questdo ndo esta inserida no
bioma Mata Atlantica e sim no Eco6tono, area de transicdo entre Mata Atlantica e Cerrado.
N&o obstante foi possivel registrar a presenca da espécie em mais duas fitofisionomias:
Savana e Floresta Estacional Semidecidual.

A planta também ¢ descrita como endémica & altitudes superiores a 900 metros. Outro
mapa (Figura 9) foi criado com a intengéo de avaliar essa informagao, considerando a altitude
dos locais de ocorréncia. Sendo possivel confirma-la, indicando que a planta esta restrita a
altitudes acima de 900 metros.

Figura 8 — Tipos fitofisiondmicos e ocorréncia da S. sellowiana
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Fonte: Da Autora, 2022 (Dmitri, Pedro e Gavilanis UFLA)

Figura 9 — Altitudes e ocorréncia da S. sellowiana
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Fonte: Da Autora, 2022 (Dmitri, Pedro e Gavilanis UFLA)

E relevante ressaltar que, dentre as caracteristicas inicialmente atribuidas a planta, a
restricdo altitudinal foi a Unica confirmada pelo estudo. As demais informagdes, tanto sobre
a distribuicdo geogréafica quanto sobre a fitofisionomia, ndo corroboram os dados pré-

existentes nos repositorios de flora brasileira.

5.3. Quantificacdo de polifendis totais e flavonoides

A construgéo das curvas de calibracdo, fundamentais para a determinagéo precisa das
concentragdes, revelou uma relagéo linear entre absorbancia e concentracdo para ambos 0s
grupos de metabdlitos (R2=0,9981 para compostos fenolicos e R2=0,9988 para flavonoides).
A equacao de regressdo linear média para compostos fenélicos foi y=67,784x+0,1071, onde
y é a absorbancia e x a concentracio (ug/ uL) em equivalente de acido galico (GRAFICO 2).
Analogamente, a equacéo de regressao linear média para flavonoides foi y=27,058x+0,0895,

em equivalente de quercetina (GRAFICO 3).
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Gréfico 2 - Curva de calibragdo para compostos fenolicos
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Fonte: Da Autora, 2022 (Jo&o Pedro UFLA)

Gréfico 3 - Curva de calibracdo para flavondides
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Fonte: Da Autora, 2022 (Jodo Pedro UFLA)

A busca por flavonoides e fendis fundamentou-se na descri¢cdo desses compostos no
género da planta, conforme documentado na literatura cientifica. No extrato etanolico bruto
de Stachytarpheta sellowiana foram encontradas 15,03 + 0,28 de Polifendis (mg Eq. AG /g
de extrato) e 9,61 + 0,31 de Flavonoides (mg Eq. Q /g de extrato). A detecgdo e quantificacdo
destacam o potencial fitoquimico da planta, sugerindo possiveis beneficios para a saide
associados a presenca dos mesmos. No entanto, € crucial considerar que a concentracao
especifica desses compostos pode variar entre diferentes partes da planta, estagios de

desenvolvimento e condicGes de crescimento (Abril-Saltos et al., 2017; Adebajo et al., 2007,
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Cardoso et al., 2018).

A investigacdo da toxicidade do extrato etandlico bruto da planta foi conduzida em
paralelo a quantificacdo de compostos fenolicos totais e flavonoides. Embora a presenca desses
metabolitos seja indicativa de propriedades benéficas a salde em concentragdes moderadas, é
possivel que em doses mais elevadas sejam os responsaveis pelos sinais de toxicidade, ja que
alguns polifendis podem exibir propriedades pré-oxidantes, contribuindo para o estresse
oxidativo e desencadeando eventos toxicos. A correlacdo entre a concentracdo dos metabolitos
e a toxicidade é uma relacdo complexa, sendo de suma importancia prosseguir com estudos que
a elucidem (Abréo et al., 2022; Abutaha et al., 2018).

5.4. Testes de viabilidade
Os resultados da avaliagdo da atividade leishmanicida da planta sob a cepa de

Leishmania amazonensis revelaram a auséncia de efeito letal sobre essa espécie especifica
(GRAFICO 4). E importante ressaltar que a ndo letalidade para L. amazonensis n&o exclui a
possibilidade de atividade leishmanicida frente a outras espécies do género Leishmania, dada a

diversidade existente entre elas (Braga et al., 2007; Cecilio et al., 2022).

Gréfico 4 — CLso da L. Amazonensis frente ao extrato bruto etandlico de gervao roxo
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Fonte: Da Autora, 2023 (Renata UFOP)

Portanto sugere-se que o extrato continue sendo estudado para elucidar se a planta

possui capacidade de inibir o desenvolvimento de outras espéecies de Leishmania, contribuindo
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assim para o avanco no entendimento do seu potencial terapéutico frente a diferentes formas da
doenca.

A avaliacdo da viabilidade de macrdfagos murinos expostos a diferentes dosagens da
substancia em estudo revelou resultados significativos. Nas dosagens inferiores a 250,
observou-se que os macrofagos mantiveram uma elevada porcentagem de viabilidade,
indicando a seguranca nessas condi¢des experimentais, entretanto & medida que as dosagens

foram aumentadas, uma tendéncia de decréscimo na viabilidade dos macréfagos tornou-se

evidente (GRAFICO 5).

Grafico 5 - Teste de viabilidade de macr6fagos murinos
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Fonte: Da Autora, 2023 (Renata UFOP)

Esse declinio observado, de forma crescente, sugere uma relacdo direta entre a
concentracdo da substancia e o impacto na viabilidade celular. Esses achados estdo em
consonancia com os testes de embriotoxicidade, indicando uma correlagéo entre a concentracédo
da substancia e seus efeitos sobre a viabilidade celular. A resposta dos macréfagos murinos
sugere que, em dosagens mais elevadas, a substancia pode apresentar efeitos adversos sobre

essas células, comprometendo sua viabilidade.

6. CONCLUSAO

A presente dissertacdo ofereceu uma abordagem inovadora ao empregar o modelo
zebrafish para investigagcbes envolvendo plantas medicinais. Apesar de sua recente

introducdo nesse contexto, essa estratégia revelou-se extremamente valiosa, fornecendo
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perspectivas promissoras para futuras pesquisas no campo da fitoterapia.

A intersecdo entre a sensibilidade dos embrides de zebrafish, bem como a facilidade
da obtencdo dos resultados e as propriedades fitoquimicas das plantas medicinais oferece um
terreno fértil para explorar novas possibilidades terapéuticas. Os resultados de viabilidade de

macrofagos murinos corroborou ainda mais para a comprovacgéo de sua eficacia.

A andlise estatistica das doses toxicas e ndo tdxicas corrobora a importancia de definir
limites seguros para a utilizacdo do extrato, considerando ndo apenas a presenca de
metabolitos especificos, mas também suas concentracdes relativas. E importante ressaltar que
hé outros componentes no extrato, cuja influéncia na toxicidade requer investigacdo mais

aprofundada.

Estes achados destacam a importancia de uma abordagem cautelosa ao explorar o
potencial terapéutico de extratos vegetais, especialmente no que diz respeito a dose e a
composicdo especifica dos compostos presentes, j& que a compreensdo da toxicidade
demanda uma andlise holistica, considerando a interagdo complexa entre 0s diversos

constituintes do fitocomplexo.

A resisténcia da cepa L. amazonensis as doses testadas ndo exclui o potencial
leishmanicida da planta, mas ressalta a diversidade de espécies de Leishmania e a importancia

de considerar tais nuances nas investigacoes sobre leishmaniose cuténea e visceral.

A discrepancia observada entre as cartografias geradas e as informacdes contidas na
base de dados da Flora Nacional destaca a necessidade premente de revisao e atualizacdo
constante dessas bases, bem como de maiores investimentos na pesquisa da biodiversidade

brasileira, ja que ha tanto potencial farmacoldgico subjugado neste pais.

Esta dissertacdo ndo apenas contribui de maneira significativa para o campo da
pesquisa leishmanicida, fornecendo subsidios cruciais para futuros desenvolvimentos
terapéuticos, mas também enriquece o entendimento sobre a influéncia de compostos vegetais
em sistemas biolégicos complexos. Concluimos, portanto, que a integracdo de abordagens
multidisciplinares, aliada a constante revisdo de bases de dados e aprofundamento na
compreensdo da interagdo entre substancias vegetais e organismos patogénicos, é essencial
para avancar no conhecimento e aplicacdo desses recursos na medicina humana e veterinéria.
Essa pesquisa abre portas para futuros estudos que aprimorem as estratégias terapéuticas e

promovam o uso sustentavel da biodiversidade em beneficio da satde.
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