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RESUMO

Devido a importancia do médico veterinario em biotérios de zebrafish (Danio rerio), o Estagio
Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado durante o periodo de 20 de setembro a 07 de
dezembro de 2018, no Laboratdrio de Ecofisiologia e Comportamento Animal (LECA) do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) em Dois Irmédos, Recife, Pernambuco, Brasil. O relatério foi dividido
em Capitulo I, no qual descreve a entidade do estagio e as atividades desenvolvidas, retratando
o treinamento desenvolvido no estagio, e Capitulo I, que representa o experimento executado.
Zebrafish tem se tornado internacionalmente reconhecido como modelo experimental para
avaliacdo de testes de toxicidade agudos e cronicos causados por produtos gquimicos em
pesquisas cientificas nas ultimas décadas. Serjania glabrata Kunth € uma planta presente no
bioma Caatinga amplamente distribuida na regido semiarida do Nordeste brasileiro e tem sido
reportada como toxica para caprinos por produtores. Desta forma, este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos toxicos do extrato etandlico das folhas de Serjania glabrata Kunth
em embribes de zebrafish (Danio rerio). As folhas de S. glabrata Kunth foram coletadas no
municipio de Salgado de S&o Félix-PB e, a partir destas, obtido o extrato etanolico diluido em
dimetilsulféxido 1% com concentracdo de 5 mg/mL. Os parametros avaliados foram frequéncia
cardiaca, mortalidade e efeitos teratogénicos, sendo estes deformacéao de coluna e cauda, edema
de pericardio e saco vitelinico, e coagulacdo, nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas pds
fertilizacdo em microscopio oOptico. As concentragdes de 10, 100 e 1000 pg/L do extrato
etandlico das folhas de S. glabrata Kunth ndo causaram efeitos teratogénicos, bem como

mortalidade, mas provocaram altera¢@es na frequéncia cardiaca.

Palavras-chaves: Planta tdxica, toxicidade aguda, embrides, peixes, biotério.



ABSTRACT

Due to the importance of the veterinarian in zebrafish (Danio rerio) vivarium, the Estagio
Supervisionado Obrigatério (ESO) was carried out during the period from September 20 to
December 07, 2018, in the Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal (LECA) of
the Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) of the Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) in Dois Irmaos, Recife, Pernambuco, Brazil. The report was
divided into Chapter I, describing the stage entity and the activities developed, depicting the
training developed at the stage, and Chapter I, which represents the experiment performed.
Zebrafish has become internationally recognized as an experimental model for evaluating acute
and chronic toxicity tests caused by chemical products in scientific research in recent decades.
Serjania glabrata Kunth is a plant present in the Caatinga biome widely distributed in the
Semiarid region of Northeastern Brazil and has been reported as toxic to goats by producers.
Thus, this study aimed to evaluate the toxic effects of the ethanolic extract of the leaves of
Serjania glabrata Kunth on zebrafish embryos (Danio rerio). The leaves of S. glabrata Kunth
were collected in the county of Salgado de Séo Félix-PB and, from these, the ethanolic extract
diluted in 1% dimethylsulfoxide with a concentration of 5 mg/mL was obtained. The parameters
evaluated were heart rate, mortality and teratogenic effects, such as column and tail
deformation, pericardial and vitelline sac edema, and coagulation, at 24, 48, 72 and 96 hours
post fertilization intervals under an optical microscope. The concentrations of 10, 100 and 1000

Kg/L did not cause teratogenic effects, as well as mortality, but caused alterations in heart rate.

Key-words: Toxic plant, acute toxicity, embryos, fish, vivarium.



SUMARIO

CAPITULO | - ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

1.
2.
3.
4.

INTRODUGAO.......cooeeeeeeeeeeieeeteetee st s st aanannaas 14
DESCRICAO DA ENTIDADE DO ESTAGIO........c.ooieeeieeeeeeeeeeeveeesneeees s, 15
DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS.........c.ccoovevveereeerisresrnens 16
CONCLUSAOD.......oocvieeeeeiee ettt ss sttt s et s s nannens 18

CAPITULO Il - AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DAS FOLHAS DE Serjania
glabrata Kunth EM EMBRIOES DE ZEBRAFISH (Danio rerio)

1.

S

INTRODUGAOD.......cooouieeieeieeieee e tee ettt s st 20
MATERIAL E METODOS........ouiiiiieeeeetseeesestsessss s ssessssss s sessess s ssesssensneed 21
RESULTADOS. .....cooevieiiriereesisesisseessesssssssessssess s ses s sssesss s ssssssasssssnsssssassssssnsens 22
DISCUSSAOD. ..ottt eee ettt ettt sttt aneneans 23
(0] 0] 1 U 1710 5T 24
REFERENCIAS. ..ottt eeeeves s tesies st es st sss st ssss s st enes s ssnan s sasensanes 24



CAPITULO I - ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

1. INTRODUCAO

Biotérios sdo instalacbes destinadas a producdo e manutencdo de animais para pesquisa e
ensino nas diferentes areas da ciéncia (CARDOSO, 2001) e € importante que 0 manejo esteja
de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal para cada espécie (PIMENTA,
SILVA, 2001; MEDEIROS et al., 2008). Para isso, € necessaria uma area fisica de tamanho
adequado, com pessoas especializadas, com fornecimento de agua e alimentos adequados para
determinada espécie, temperatura e iluminagdo (SCHNAIDER; SOUZA, 2003).

Existem classificagBes diferentes para biotérios, porém hé trés tipos quanto a finalidade a
que se destinam: de cria¢do, manutencdo e experimentacdo. O de criacdo € aquele onde matrizes
reprodutoras ddo origem a toda producdo, tendo como objetivo controlar determinadas
caracteristicas. O de manutencdo pode ter como finalidade adaptar o animal ao cativeiro ou
fornecimento de sangue e 6rgdos. O de experimentacdo mantém os fatores padréo e ocorre a
variacdo apenas do fator que pretende ser estudado (CARDOSO, 2002).

O zebrafish (Danio rerio) vem sendo utilizado como modelo experimental nas Gltimas
décadas (KNIE; LOPES, 2004), tornando-se internacionalmente reconhecido como modelo
para avaliacdo de testes de toxicidade agudos e cronicos causados por produtos quimicos pela
Organizacdo para a Cooperacédo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) em 2013, pelo fato de
seu genoma ser similar ao de mamiferos (BARABARAN et al., 2005), inclusive 70% de
similaridade genética com humanos (HOWE et al., 2013).

Este peixe possui caracteristicas que o tornaram ideal como modelo animal, pela resisténcia
a variagOes ambientais, facil manutencdo e reproducdo, gerando em média 300 ovos a cada
reproducdo, sendo estes relativamente grandes e transldcidos, permitindo boa visualizacdo de
seu desenvolvimento com a utilizacdo do microscopio 6ptico (DAMMSKI et al., 2011). Por
este motivo, € um modelo experimental menos invasivo, mais eficiente e econdmico que as
outras espécies.

Danio rerio € um peixe tropical de dgua doce pertencente a familia Cyprinidae, onivoro,
atinge em média 5 cm de comprimento e vive em média trés anos (KNIE; LOPES, 2004).
Conhecido popularmente como “Paulistinha”, “Peixe-zebra” ou “Zebrafish” (SILVEIRA et al.,
2012), pois sua caracteristica mais marcante € o padréo de listras azul e branca ao longo do
corpo (Fig.1). O dimorfismo sexual mais evidente € que os machos sdo mais delgados e

apresentam tonalidade mais escuras que as fémeas (DAMMSKI et al., 2011).
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O embrido de zebrafish permanece em média 2 dias envolto pelo cérion, entdo apos ecloséo,
é considerado larva, de 3 a 29 dias, pois é capaz de nadar livremente. No periodo de 30 a 89
dias, é chamado de juvenil, onde apresenta caracteristicas morfologicas semelhantes aos
adultos, porém estes sdo assim definidos quando estdo aptos a reproducdo, a partir de 90 dias
(DAMMSKI et al., 2011).

Figura 1. Zebrafish adulto, coloragdo padrdo azul e branca. Fonte: BrightOwl, 2018.

Devido a importancia do médico veterinario em biotérios de zebrafish, o Estagio
Supervisionado Obrigatoério (ESO) foi realizado durante o periodo de 20 de setembro a 07 de
dezembro de 2018, no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal (LECA) do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (UFRPE) em Dois Irmaos, Recife, Pernambuco, Brasil.

2. DESCRICAO DA ENTIDADE DO ESTAGIO

O LECA é um biotério de experimentacdo com peixes registrado na plataforma CIUCA
(Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais) -CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal) e autorizado seu funcionamento pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFRPE). E habilitado para testes toxicoldgicos com peixes
possuindo mais de cem aquarios aerados contendo filtros para a acomodagdo dos animais, bem
como infraestrutura como termostatos, controle de temperatura, incubadoras para a manutencao
dos mesmos.

O LECA conta com diferentes espécies de peixes, especialmente zebrafish (Danio rerio) e
Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), Tambaqui (Colossoma manopomum) e gastrépodes,

onde estes animais sdo utilizados em pesquisa académica por docentes e discentes de graduacéo
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e pos-graduacdo. O biotério tem como coordenador o Prof. Dr. Pabyton Gongalves Cadena e
como responsavel técnica a Prof2. Dr2. Marleyne José Afonso Accioly Lins Amorim.

A estrutura fisica € composta por cinco compartimentos: sala de estudos, sala do professor,
banheiro, sala de procedimentos parte 1 e parte 2. A sala de procedimentos parte 1 conta com
uma mesa que oferece suporte com computadores e microscopios, almoxarifado e
equipamentos diversos, como geladeira, freezer, balanca, destilador de agua e agitador
magnético sem aquecimento. Enquanto que, a sala de procedimentos parte 2 contém uma mesa

central de apoio, aquérios, vidrarias, lavatério e reator de Processo Oxidativo Avancado.

3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Foi realizado um treinamento prévio a realizacdo do experimento, cujo objetivo consistiu
em adquirir aptiddo técnica para a realizagdo das etapas necessarias e compreender 0S
protocolos utilizados pelo laboratério.

A realizacdo de um procedimento visando a avaliagdo da toxicidade aguda em embrides de
zebrafish tem duracdo média de seis dias que envolve desde a reproducdo dos adultos para
obtencdo dos embribes a eutanasia.

No primeiro dia, realiza-se o tratamento da &gua oriunda da companhia local de saneamento,
a qual necessita ser adequada as necessidades fisiolégicas dos animais, com a adi¢cdo de
hidroxido de sodio para a corre¢do do pH, até proximo a neutralidade pH 7,0 £ 0,5, e posterior
adicdo de tiossulfato de sodio com a finalidade de reagir com o cloro, para remogdo da agua
pelo processo de evaporacao.

Machos e fémeas sdo mantidos em um mesmo aquério separados por uma tela (Fig.3A),
pois 0 contato prévio a reproducdo contribui com melhor éxito na reproducdo devido a liberacdo
de feromdnios pelos machos (DAMMSKI et al., 2011).

Os aquarios de reproducéo (Fig.3B) sdo preenchidos com a dgua previamente tratada e séo
colocados machos e fémea, na proporcdo de 2:1, respectivamente. Geralmente este
procedimento é realizado ao final da tarde, pois tem como objetivo obter os ovos embrionados
nas primeiras horas do dia seguinte.

A tela no fundo do aquario de reproducéo (Fig.3B) tem como objetivo evitar que 0s peixes
adultos realizem a ingestdo de seus ovos apds a desova, permitindo a separacdo entre 0s
progenitores e 0s ovos de maneira que estes se mantenham intactos depositados no fundo do
recipiente até 0 momento da coleta.

No segundo dia, faz-se a separacdo dos machos e fémeas colocando-os de volta em seus

devidos aquarios e entdo, é realizada a coleta dos ovos utilizando uma peneira de malha fina
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para filtrar a 4gua dos aquarios de reproducdo, em seguida eles sdo lavados com &gua destilada,
Cujo 0 objetivo é evitar crescimento de fungos.

Cada grupo de reproducéo deve possuir placa de Petri individualmente para colocar os ovos
embrionados (Fig.3C), deve-se evitar misturar os ovos de diferentes progenitores devido a
possivel diferenca de horas pos-fertilizacéo entre eles.

A selecdo de ovos viaveis e invidveis é realizada a olho nu, observando-se caracteristica
branca e opaca de ovos inviaveis em detrimento do translicido de ovos viaveis, entretanto é
necessaria a confirmacao através da observacdo no microscopio éptico.

Os grupos dos testes sdo feitos em triplicatas e em cada recipiente estéril de poliestireno de
80 mL (Fig.3D) sdo colocados dez ovos, entdo adiciona a quantidade determinada da substancia
a ser estudada e completa com agua previamente tratada.

Os recipientes contendo o0s embrides seguem para uma incubadora (patente
BR10201801504) (Fig.3D) propria para testes toxicolégicos em embribes de peixes, onde se
desenvolvem com fotoperiodo de 14/10 horas (claro/escuro) e temperatura 26 + 1°C.

No terceiro dia é feita a avaliacdo de 24 hpf (hora pos-fertilizacdo) dos ovos, utiliza-se uma
placa de Petri (Fig.3E), onde faz-se pequenas po¢as com uma pipeta de Pasteur para cada
animal, colocando-a na platina do microscépio. A avaliacdo morfoldgica do embrido é realizada
sob microscopia dptica em objetiva de 4x e 10x, sendo possivel observar a circulagdo sanguinea,
saco vitelinico, estruturas anatémicas e os ciclos cardiacos.

A partir da visualizacdo das estruturas anatbmicas pode-se obter dados referentes aos
parametros avaliados como frequéncia cardiaca, a qual é contabilizada com o auxilio de um
contador manual (Fig.3F), mortalidade, efeitos teratogénicos, como edema de pericérdio,
edema de saco vitelinico, deformacdo de coluna, deformagdo de cauda e coagulagéo.

Figura 2. Embrido de zebrafish apresentando efeitos teratogénicos de deformacéo de coluna, edema de pericardio

e coagulagdo. Fonte: Chaves, 2019.
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As avaliacBes tambeém sdo feitas no quarto (48 hpf), quinto (72 hpf) e sexto dia (96 hpf).
Ao final de cada dia, exceto no sexto, sdo trocadas as aguas e substancias dos recipientes, e
entdo os peixes voltam para incubadora.

Ressalta-se que todas as substancias toxicas, durante as trocas de agua dos recipientes, sao
descartadas no reator de Processo Oxidativo Avangado (Fig.3G), que tem como objetivo tratar
a agua antes do descarte, degradando os compostos com perdxido de hidrogénio a fim de
minimizar o impacto ambiental.

No ultimo dia (96 hpf), ap6s a avaliacdo dos embrides, os animais sdo eutanasiados com
solucdo anestésica de eugenol, segundo as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA
(2013). Posteriormente, sio descartados em reservatorio apropriado para lixo biologico da Area
de Anatomia-DMFA-UFRPE ou mantidos em glutaraldeido, quando tem o propésito de ser

utilizado para histologia.

4. CONCLUSAO

O estagio no biotério Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal (LECA-
UFRPE), alem de contribuir para o aprendizado com o que ha de mais novo em experimentos
para avaliacdo de toxicidade aguda em zebrafish (Danio rerio), representa uma importante area

de atuagdo para 0 médico veterinério.
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Figura 3. Equipamentos utilizados durante o periodo do estdgio no LECA-UFRPE. (A) Aquério de zebrafish
adulto, onde os machos e as fémeas estdo separados por uma tela. (B) Aquario de reproducéo, machos e fémeas
na proporcao de 2:1, respectivamente, separados dos ovos por uma tela. (C) Ovos coletados numa placa de Petri,
apoés a desova de um grupo de reproducéo. (D) Incubadora (patente BR10201801504) com os recipientes estéreis
de poliestireno de 80 mL, contendo 10 ovos embrionados e a substancia a ser estuda mais agua tratada, mantidos
a temperatura de 26 + 1°C e fotoperiodo de 14/10 horas claro/escuro. (E) Placa de Petri com pequenas pogas da
solu¢do com os animais experimentais a serem avaliados no microscépio 6ptico. (F) Contagem dos batimentos
cardiacos com o auxilio do microscopio dptico e contador manual. (G) Reator de Processo Oxidativo Avangado.
Fonte: Chaves, 2019.
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CAPITULO Il - AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DAS FOLHAS DE Serjania
glabrata Kunth EM EMBRIOES DE ZEBRAFISH (Danio rerio)

1. INTRODUCAO

Plantas toxicas sdo uma importante causa de prejuizo a caprinocultura do Nordeste (ASSIS
et al., 2010) por ser uma atividade pecuaria de grande importancia no semiarido brasileiro,
sendo o Nordeste o maior detentor do rebanho nacional (SILVA etal., 2012). As plantas toxicas
de interesse pecuario sdo aquelas que quando, sob condic¢Bes naturais, causam danos a salde
dos animais, gerando prejuizos econémicos de ordem direta, quando ocorrem 6bitos e queda na
producéo, e indireta, quando ocorre custos com manejo, profissionais e medicamentos (RIET -
CORREA; MEDEIROS, 2001). A ingestdo destes tipos de planta ocorrem principalmente
devido a escassez de alimentos, e quando associados a um periodo de estiagem agrava a
ocorréncia de intoxicagdes, mesmo quando sdo pouco palataveis (TOKARNIA et al., 2012).

Serjania glabrata Kunth é uma planta trepadeira pertencente a familia Sapindaceae, esta
presente no bioma Caatinga, portanto amplamente distribuida na regido semiarida do Nordeste
brasileiro (DAVID et al., 2007). Conhecida popularmente como “Silvestre” (CRANE, 1983),
“Cip6-timb6” (PEREIRA et al., 2014) e “Mata-fome” (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2008).
Pertence a um género de plantas, conhecido popularmente como “Timbd”, utilizadas por
nativos brasileiros para pescaria por serem consideradas ictiotoxicas (TEIXEIRA et al, 1984;
ARRUDA, 2008), além de raticida (AGRA et al., 2007). Criadores de caprinos do Agreste
Paraibano tem associado a planta a intoxicagdes relacionadas ao quadro clinico que consiste
principalmente em letargia, sonoléncia e morte.

Testes de toxicidade aguda com zebrafish (Danio rerio) sdo experimentos de curta duracdo
realizados para a constatacdo de efeitos ictiotoxicos letais em um periodo de 24 a 96 horas de
exposicdo, sendo amplamente utilizados na avaliacdo dos efeitos toxicos sobre o organismo
(LOMBARDI, 2004), podendo desta forma ser utilizado como modelo para a elucidagéo da
acdo de plantas toxicas de interesse pecuério.

A importancia deste estudo se da pela relevancia dos prejuizos provocados por intoxicacfes
por plantas em animais de producdo e da escassez de trabalhos cientificos que avaliem a
toxicidade destas plantas suspeitas e os disturbios causados nos animais. Desta forma, este
estudo tem como objetivo avaliar os efeitos toxicos do extrato etandlico das folhas de Serjania
glabrata Kunth em embrides de zebrafish (Danio rerio).
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as folhas de Serjania glabrata Kunth, coletadas no municipio de Salgado
de Sdo Félix-PB e identificadas pelo Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). As folhas
foram previamente separadas e secas ao ar livre e a sombra até o tempo necessario para secagem
completa e homogénea. Em seguida, foram trituradas em moinho de facas até a obtengdo de um
po. O extrato das folhas foi obtido a partir de 10 mg de extrato etandlico concentrado diluido
em 2 mL de dimetilsulfoxido 1% (DMSO), originando uma solucdo de 5 mg/mL, segundo
metodologia descrita por Miranda et al. (2015).

O projeto foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFRPE), licenga 63/2017 e o experimento foi realizado no Laboratério de Ecofisiologia e
Comportamento Animal (LECA-UFRPE). Os testes de toxicidade aguda das folhas de Serjania
glabrata Kunth em embrides de Danio rerio seguiram as recomendacfes da OCDE
(Organizacéo para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econémico) 236 (2013).

Os embribes de Danio rerio foram obtidos segundo o protocolo de Westerfield (2000),
sendo utilizados machos e fémeas na proporcao de 2:1 em aquarios de reproducdo (patente
BR202016890170422). Os ovos recolhidos foram observados em microscopios épticos com
lampada de LED 1 hpf e aqueles que apresentaram desenvolvimento embrionario foram
expostos a diferentes concentragdes do extrato etanolico das folhas de Serjania glabrata Kunth,
10, 100 e 1000 pg/L diluidos em agua destilada, além do grupo controle de agua e DMSO, em
triplicatas.

Os embrides foram acondicionados em reservatorios estéreis de poliestireno de 80 mL
(n=10), com pH 7,0 = 0,5 e temperatura ambiente 26 + 1°C, mantidos em incubadora com
fotoperiodo de 14/10 horas de claro e escuro, respectivamente (BITTENCOURT, 2018; patente
BR10201801504).

Os residuos gerados passaram por tratamento no Processo Oxidativo Avancado em reator
utilizando foto-oxidacgdo ultravioleta (UV) (16w) e peréxido de hidrogénio (H202) antes do
descarte (HANSEN; ANDERSEN, 2012).

Os parametros avaliados foram frequéncia cardiaca (FC) (YANG, 2016), mortalidade (M)
e efeitos teratogénicos, sendo estes deformacdo de coluna (Dc) e cauda (Dcau), edema de
pericardio (Ep) e saco vitelinico (Esv) e coagulacédo (Coag) (JONAS et al., 2015), nos intervalos
de 24, 48, 72 e 96 hpf em microscépio 6ptico com ldampada de LED.

Os efeitos foram estatisticamente avaliados por meio da analise de variancia simples (One

Way ANOVA), quando o resultado foi significativo, as médias foram comparadas pelo teste de
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Tukey com valor de significancia p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando
o programa Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA, USA).

3. RESULTADOS

N&o foram observados mortalidade (Fig.4) e efeitos teratogénicos (Fig.4 e 5) para as
concentragcGes de 10, 100 e 1000 pg/L do extrato etandlico das folhas de S. glabrata Kunth em
razao das 24, 48, 72 e 96 hpf (hora pos-fertilizacéo).

Foram observados aumentos significativos (p <0,05) na frequéncia cardiaca ap0s 24, 48 e
96 hpf nos animais expostos a concentracdo de 10 pg/L. Houve decréscimos significativos (p
<0,05) na frequéncia cardiaca apos 24, 48 e 72 hpf nos embrides expostos a concentracdo de
100 pg/L, porém ocorre um aumento significativo (p <0,05) apds 96 hpf. Ocorreu decréscimos
significativos na frequéncia cardiaca ap0s 24, 48 e 72 hpf nos animais expostos a concentracdo
de 1000 pg/L (Fig.4).

Figura 4. Tabela dos efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca dos embrifes de Danio rerio exposto a diferentes
concentracdes do extrato etandlico das folhas de Serjania glabrata Kunth em teste de toxicidade aguda. Fonte:
Chaves, 2019.

Composto Controle DMSO S. glabrata S. glabrata S. glabrata
Concentracao 0 5% 10 pg/L 100 pg/L 1000 pg/L
Tempo Efeitos

24 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0

Ep (%) 0 0 0 0 0

Esv (%) 0 0 0 0 0

Dc (%) 0 0 0 0 0

Dcau (%) 0 0 0 0 0

Coag (%) 0 0 0 0 0

FC (bpm) 120,4+6,5 115,2+7,88 132,27+9,27* 67,07£11,73* 91,2+9,36*
48 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0

Ep (%) 0 0 0 0 0

Esv (%) 0 0 0 0 0

Dc (%) 0 0 0 0 0

Dcau (%) 0 0 0 0 0

Coag (%) 0 0 0 0 0

FC (bpm) 154,67+9,81 149,33+6,15 179,47+14,5* 122,67+9,81* 142,53+8,17*
72 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0

Ep (%) 0 0 0 0 0

Esv (%) 0 0 0 0 0

Dc (%) 0 0 0 0 0

Dcau (%) 0 0 0 0 0

Coag (%) 0 0 0 0 0

FC (bpm) 203,73+5,34 199,33+8,66 202+14,99 178,93+10,23* 189,87+14,39*
96 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0

Ep (%) 0 0 0 0 0

Esv (%) 0 0 0 0 0

Dc (%) 0 0 0 0 0

Dcau (%) 0 0 0 0 0

Coag (%) 0 0 0 0 0

FC (bpm) 204,4+7,15 210,13+5,32 325,2+9,06* 215,31+14,1* 211,33+13,49

* Diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Microscopia Optica de embrides, respectivamente dos grupos controle, DMSO 5%, Serjania glabrata
Kunth 10, 100 e 1000 pg/L, nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas pds-fertilizacdo. Fonte: Chaves, 2019.

24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf
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4. DISCUSSAO

Neste estudo ndo foram constatados mortalidade e efeitos teratogénicos de animais
experimentais nas concentracdes de 10, 100 e 1000 pg/L do extrato etandlico das folhas de S.
glabrata Kunth nas razdes de 24, 48, 72 e 96 hpf (horas pos-fertilizacdo), de maneira que as
alteracGes constatadas restringiram-se a alteracGes das frequéncias cardiacas em comparacgao
ao grupo controle.

Embora estudos relacionados a toxicidade de S. glabrata Kunth utilizando animais
experimentais sejam escassos, um estudo de avaliacdo da acdo moluscicida a partir de um
extrato etandlico desta planta demonstrou que a mesma apresenta atividade toxica
(GRZESIUK, 2008), demonstrando maior efeito ativo nas sementes em comparacao a folhas e
caule. Este dado é semelhante ao constatado em grande parte dos estudos de plantas toxicas de
interesse pecuario no Brasil, havendo variacdo quanto aos efeitos tdxicos relacionados as
diferentes partes da planta (TOKARNIA et al. 2012).
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Sabe-se que existem variagdes quanto a susceptibilidade de espécies utilizadas na
experimentacdo animal, porém a partir do extrato etandlico das sementes foi determinada a
Concentracdo Letal Média (CLso) para o caramujo Biomphalaria glabrata de 28,3 pg/mL e para
0 crustdceo Artemia salina de 47,53 pg/mL (GRZERIUK, 2008), apresentando portanto
toxicidade para estas espécies.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que as concentracdes de 10, 100 e 1000 ug/L do extrato etandlico das folhas de
Serjania glabrata Kunth ndo causaram efeitos teratogénicos e mortalidade em embrides de
zebrafish (Danio rerio), porém provocaram alteracfes na frequéncia cardiaca, portanto sugere-
se que concentragbes maiores que as utilizadas neste estudo para zebrafish possam ser

suficientes para determinar a CLso para esta espécie.
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