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RESUMO

Este trabalho investigou os efeitos do extrato de Passiflora cincinnata no desenvolvimento
embrionéario de zebrafish, com o objetivo de avaliar seu potencial biotecnolégico na
conservacao e transporte de embrifes de peixes. Os embribes foram expostos & P. cincinnata
em um periodo de 1 hpf até 24 hpf de exposi¢do , posteriormente foram retirados e avaliados
quanto ao seu atraso no desenvolvimento. Os embriGes expostos ao extrato apresentaram
atrasos significativos nas fases de gastrula e segmentacdo, sem apresentar teratogenias
evidentes. O estudo sugere que o extrato pode ser utilizado como uma ferramenta eficaz para
retardar o desenvolvimento embriondrio de peixes, permitindo novas abordagens em
conservacao e aquicultura. A seguranca e a eficacia da Passiflora cincinnata reforcam seu
potencial uso em biotecnologias reprodutivas. Estudos in silico corroboraram os resultados
experimentais, identificando possiveis interacBes entre a vitexina e 0s genes SOX, que sao
cruciais para o desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: Passiflora cincinnata, desenvolvimento embrionario, zebrafish, vitexina,
SOX, biotecnologia, conservacdo de embrides

ABSTRACT

This study investigated the effects of Passiflora cincinnata extract on zebrafish embryonic
development to assess its biotechnological potential in embryo conservation and aquaculture.
Embryos exposed to the extract showed significant delays in the gastrula and segmentation
stages without evident teratogenic effects. Comparisons with Passiflora incarnata indicated that
Passiflora cincinnata has a more favorable safety profile, being less toxic to zebrafish embryos.
The chemical composition of Passiflora cincinnata, rich in flavonoids such as vitexin and
isovitexin, contributes to its antioxidant and anti-inflammatory effects, modulating embryonic
development. In silico studies supported the experimental results, identifying potential
interactions between vitexin and SOX genes, which are crucial for embryonic development.
Applying this knowledge may lead to the development of new therapies and the use of natural
compounds in regenerative medicine.

Keywords: Passiflora cincinnata, embryonic development, zebrafish, vitexin, SOX,
biotechnology, embryo conservation



1 CAPITULO 1: CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A atividade comercial da aquicultura vem crescendo exponencialmente, atingindo um
recorde histérico de 214 milhdes de toneladas de pescado em 2020. No Brasil, em 2023, foram
produzidas 887.029 toneladas, das quais 263.479 toneladas correspondem a peixes nativos
como tambaqui, pacu e pintado, representando 29,7% da producéo total do pais (FAO, 2022;
PEIXE BR, 2024). Estima-se que até 2030 essa atividade crescerd ainda mais, com a
intensificacdo dos processos de producdo. Para isso, é necessario desenvolver novas técnicas
de producdo intensiva oferecendo suporte tecnoldgico a esse crescimento (Aliabad et al., 2022;
Boyd et al., 2020; Kord et al., 2021; Peixe BR, 2024).

Nos ultimos 50 anos, a aquicultura passou por um rapido desenvolvimento devido a
aplicacdo da ciéncia e a introducdo de novas tecnologias (Burnell & Allan, 2009). Essas
biotecnologias tém o papel de promover uma expansdo produtiva e corrigir problemas inerentes
ao setor. A reproducdo de peixes nativos é atualmente um dos principais desafios na cadeia
produtiva, ja que muitas espécies sdo migratorias e necessitam percorrer grandes distancias para
completar o processo de maturacdo gonadal. Nesse contexto, as biotecnologias aplicadas a
reproducdo podem contribuir significativamente para a melhoria dos parametros produtivos da
aquicultura (Ayyappan, 2013).

Apesar dos avancos nas biotecnologias de reproducdo de peixes, ainda existem muitos
obstaculos na producdo, especialmente em relacdo aos peixes tropicais. Entre esses entraves
estdo a sazonalidade da reproducdo e a auséncia de protocolos para conservacdo de embrides,
dificultando a producéo continua de alevinos ao longo do ano. Além disso, a alta prolificidade
das espécies gera uma produtividade elevada, mas limita o nimero de fémeas induzidas devido
a insuficiéncia de incubadoras para manter os embrides até 0 momento de transferéncia para 0s
tangues escavados, que ocorre cinco dias apos a fertilizacdo, ou 120 horas. Uma solucéo seria
o desenvolvimento de protocolos para retardar o desenvolvimento embrionario ou técnicas de
resfriamento para armazenamento dos embrides.

A Passiflora cincinnata, amplamente conhecida por suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, vem sendo investigada por sua capacidade de modular o crescimento celular, de
modo que, estudos sugerem que seus compostos bioativos, especialmente os flavonoides
vitexina e isovitexina, podem atuar na regulacdo de processos celulares fundamentais, como a
proliferacdo e diferenciagdo celular. Essas substancias exercem um efeito protetor nas células,
reduzindo o estresse oxidativo e a inflamacéo, o que pode retardar o desenvolvimento celular

em modelos bioldgicos.



No contexto da conservacao de embrides, essa agdo moduladora apresenta potencial para o
controle do crescimento embrionario, permitindo a preservacdo das células em condicbes
controladas (Durazzo et al., 2019). Um método promissor para estudar as substancias da P.
cincinnata é o peixe zebra-fish Danio rerio modelo de embrido amplamente utilizado para
testes de toxicidade e desenvolvimento embrionario, os embriGes sdo modelos eficazes pelo seu
rapido e alto desenvolvimento embrionario e a facilidade de observar os efeitos toxicos e
teratogénicos no embrido por sua transparéncia (Chahardehi, A., Arsad, H., & Lim, V. 2020).

Segundo Lavor et. al (2018) a Passiflora cincinnata possui agdes antinociceptivas e tem um
grande potencial na inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatérios em camundongos. Sendo
assim uma alternativa promissora para estudos mais aprofundado e até mesmo para a criacdo
de novos protocolos em aquicultura e biotecnologia reprodutiva, contribuindo para a
sustentabilidade do setor. Ressalta-se que essa biotecnologia precisa ser mais estudada para ser
incorporada a rotina dos laboratorios, com foco na formagéo de bancos de germoplasma e no

melhoramento genético, auxiliando assim na producéo sustentavel na piscicultura.

2 CAPITULO 2: INTRODUCAO

O conhecimento etnomedicinal é transmitido de geracdo em geragdo, garantindo que
costumes e tradicdes sejam preservados ao longo dos anos. No entanto, é fundamental a
sistematizacdo e categorizacdo cientifica para garantir o uso seguro. Assim, o levantamento de
plantas e a identificacdo de suas localizacGes exatas auxiliam na reducdo do risco de extingéo,
bem como na descricdo de uso por comunidades locais. Estratégias modernas de preservagédo
da biodiversidade, como bancos de sequéncia e impressdo digital, bibliotecas ou bancos de
sementes para preservar a diversidade genética e espécies raras, Sd0 essenciais para a
organizacdo de dados para pesquisas (Aati et al., 2019).

O comeércio de produtos a base de plantas medicinais é elevado em todo o mundo, estimando-
se uma movimentacdo financeira de aproximadamente 83 bilhdes de dolares. Antecipa-se um
crescimento exponencial no comércio de plantas medicinais para 0s proximos anos. Os
medicamentos fitoterapicos, feitos a partir de drogas vegetais e produtos processados de
espécies medicinais, compdem cerca de 25% dos medicamentos atuais e 60% das drogas
empregadas em terapias anticancer (Brower, 2008).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta o uso de

plantas medicinais (Brasil, 2008). Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saude (MS) divulgou
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a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS),
apresentando uma lista com 71 plantas medicinais. O documento ratifica a relevancia das
plantas medicinais no uso popular em satde publica no contexto do Sistema Unico de Satde
(SUS) (Brasil, 2009). Estudos utilizando a técnica de DNA barcode observaram que produtos
a base de plantas medicinais comercializados frequentemente ndo continham a planta de origem
em seu conteudo, ou eram ausentes 0s compostos quimicos especificos para obter os beneficios
esperados, acarretando o uso de espécies desconhecidas e, em alguns casos, espécies sem efeito
medicinal comprovado (Palhares et al., 2015). Portanto, pesquisas que elucidem a parte da
planta a ser usada, indicacdo de uso e toxicidade sdo fundamentais para 0 uso seguro.

O género Passiflora é considerado o mais importante da familia Passifloraceae, destacando-
se na flora brasileira pelo seu amplo uso em fitoterapia, sendo o género Passiflora o mais
encontrado no pais (Barbosa, 2006). Composto por cerca de 400 espécies (Cronquist, 1981),
apresenta um uso tradicional importante como ansiolitico e sedativo (Blumenthal et al., 2000;
DerMarderosian & Beutler, 2002). Conhecida como maracuja-do-mato, maracuja-mochila ou
maracuja-da-caatinga, a Passiflora cincinnata Mast. ocorre nas regides de cerrado e caatinga,
principalmente nos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia. Esta espécie selvagem vem
demonstrando grande potencial para a producéo de sucos e polpas, alem de ser utilizada como
alimento funcional devido a sua rica composicao de fitoquimicos, atraindo grande interesse na
pesquisa e na diversificagdo do seu uso (Siebra et al., 2016).

Estudos sistematicos realizados com as folhas de Passiflora mostram que esta é a parte mais
cientifica, com a identificacdo de compostos fendlicos como orientina, isoorientina, vitexina e
isovitexina, utilizando técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Gadioli et
al., 2016). Os produtos derivados da Passiflora sdo conhecidos por serem uma boa fonte de
alcaloides, compostos por fendlicos e poliaminas. Os compostos polifendlicos, destacando-se
os flavonoides, sdo a classe quimica mais comum de fitoquimicos, possuindo uma vasta gama
de beneficios para a promocédo da saude. Um composto flavonoide comum € a vitexina, que
possui potencial antiglicante, antioxidante, anti-inflamatério e antitumoral (Appel et al., 2011,
Durazzo et al., 2019; Junqueira et al., 2005; Lephart et al., 2016; Nabavi et al., 2015; Wei et al.,
2014; Yang et al., 2013; Zhaoming et al., 2020).

Segundo Lavor (2018), que avaliou a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria de
Passiflora cincinnata em camundongos, concluiu-se que o género possui grande atividade anti-
inflamatdria e potencial para ser utilizado como biofarmaco. Apesar de o setor de pesquisa estar
muito avangado, os estudos realizados com Passiflora cincinnata ainda séo escassos (Araujo et
al., 2008).
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A Passiflora cincinnata tem demonstrado um promissor potencial anticancerigeno devido a
presenca de compostos bioativos, como flavonoides, alcaloides e saponinas, especialmente a
vitexina e isovitexina, 0s quais, sdo capazes de inibir o crescimento celular descontrolado e
promover a apoptose em células tumorais. Estudos indicam que a vitexina pode interferir em
vias de sinalizacdo cruciais para o desenvolvimento de tumores, como a via PI3K/AKkt, que é
responsavel pela proliferacdo e sobrevivéncia celular (Lavor et al., 2018),

A Passiflora cincinnata demonstrou reduzir a viabilidade de células cancerosas, sem afetar
significativamente as células saudaveis, sugerindo um efeito seletivo contra o cancer. Essas
propriedades fazem dela uma candidata potencial para ser explorada como coadjuvante em
terapias anticancerigenas, especialmente devido a sua acdo moduladora no ciclo celular (Araujo
et al., 2008, Lavor et al., 2018).

As biotecnologias da reproducédo, como a aquicultura de espécies nativas e programas de
reintroducdo, podem ser utilizadas para enfrentar os desafios da extingdo de espéecies de peixes
e da diminuicdo da biodiversidade. Essas biotecnologias auxiliam na preservacdo de estoques
genéticos e na recuperacdo de habitats naturais (Agostinho et al., 2016).

O experimento para a avaliacdo de toxicidade em embrides de zebrafish (Danio rerio)
representa uma alternativa segura como modelo experimental viavel e com OGtima
reprodutibilidade para pesquisas cientificas. Além disso, colabora na reducgéo do uso de animais
em modelos experimentais in vivo (Belanger et al., 2013; Lammer et al., 2009; Nagel, 2002).
Os testes de toxicidade para o zebrafish seguem os mesmos critérios estabelecidos para outros
modelos animais pela OECD (Organizacgéo para a Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico)
e ISO (Organizacao Internacional de Normalizacao), sendo validado em pesquisa da OECD e
adotado como OECD TG 236 (Braunbeck et al., 2015; 1SO, 2007; OECD, 2013).

O Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae), conhecido como peixe paulistinha ou zebrafish,
€ um pequeno peixe tropical de agua doce de origem asiatica, encontrado principalmente na
india, Bangladesh e Nepal, em regides de clima de moncdes caracterizadas por areas alagadicas.
Vive em média trés anos e atinge no méaximo 5 cm de comprimento. E onivoro e apresenta
comportamento pacifico, ddcil e ativo. Utilizado apenas com finalidade ornamental por muito
tempo, hoje é encontrado em biotérios académicos para fins experimentais (Dai et al., 2014;
Lawrence, 2007; Lawrence & Mason, 2012).

O peixe apresenta elevadas taxas de fertilidade, rapido desenvolvimento embrionario,
intervalo de tempo intergestacional curto e genoma com aproximadamente 70% de homologia
com espécies de mamiferos, sendo sequenciado pelo Instituto Sanger em 2001 (Howe et al.,

2013; Postlethwait et al., 2000). Por esses motivos, tem sido amplamente utilizado em diversas
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areas do conhecimento, como ciéncias da saude (Horie et al., 2017; Lieschke & Currie, 2007,
Perkins et al., 2013), ecotoxicologia (Almond & Trombetta, 2016; Martins et al., 2007) e
biologia do desenvolvimento (Elkouby, 2017; Lele & Krone, 1996; Solnica-Krezel et al., 1995).
Destacam-se também estudos de genética (Aguirre-Martinez et al., 2017; Ceol & Houvras,
2016; Kinth et al., 2013; Varshney et al., 2015).

Kimmel et al. (1995) descreveram todas as fases do desenvolvimento embrionéario do
zebrafish, desde o estagio de zigoto até a ecloséo da larva e peixe adulto, com distin¢do de todos
os estagios de formacdo do tecido nervoso. E definido que a amostra tenha no minimo 20
embrides, testados em cinco concentragdes diferentes em placas de 24 ou 96 pocos, para que
possiveis teratogenias sejam observadas em 144 hpf (Beekhuijzen et al., 2015; Lammer et al.,
2009; Selderslaghs et al., 2009).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de Etica

Este trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Jatai (UFJ) sob o Protocolo N° 015/23.

3.2 Obtencdo e Preparo do Material Vegetal

As amostras de extrato mole de Passiflora cincinnata foram preparadas no Laboratério de
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo de Bioprodutos (PD&I Bioprodutos) localizado na

Universidade Federal de Goias (UFG), Goiania, Goias.

3.3 Coleta de Embrides de Zebrafish

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia de Peixes
(Labfish), localizado no prédio de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de
Jatai. O experimento com zebrafish foi realizado com embrides provenientes de peixes adultos
mantidos em condic¢Bes ideais. Os peixes foram mantidos em biotério, conforme descrito por

Westerfield (2000). Foram utilizados 40 fémeas e 20 machos em aquarios com sistema de
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recirculacéo de &gua (28,5 + 2°C) e ciclo de luz/escuro (14/10 horas), alimentados quatro vezes
ao dia com racdo comercial flocular (FlakesFood®) e duas vezes ao dia com artémias.

Os embrides obtidos da reproducdo foram coletados e transferidos para placas de Petri
com meio E3, sendo classificados como bons, intermediarios, ruins e ndo fecundados
(\Valadares et al., 2023). Esse processo foi realizado durante a primeira hora pos fertilizacdo
(hpf). Apos a selecdo os embrides foram transferidos para incubadoras contendo meio E3, com
oxigenagdo constante (Paula et al., 2014). Cada incubadora continha volume total de 300 mL
de meio E3 diluido ou ndo com P. cincinnata, sendo que para cada embrido havia 0,39 ml de
meio. O meio E3 do tratamento, continha a concentragdo de 500 mg/L de P. cincinnata. Foi
realizado uma triplicada do experimento, havendo 3 incubadoras contendo P. cincinnata e trés
incubadoras contendo apenas meio E3, considerados controles. Foram selecionados 117
embrides bons por incubadora, totalizando 702 embriGes para realizacdo do procedimento
experimental. Durante esse periodo, foram definidos momentos de avaliagdo diferentes (Tabela
1), e a cada momento de avaliacdo, dez embrides foram retirados e transferidos para uma placa
de 96 pogos contendo 2 mL de meio E3, para identificacdo de possiveis atrasos do

desenvolvimento embrionario.

Tabela 1: Periodo e fases de desenvolvimento dos embrifes (hpf) expostos a 500 mg/ml de P. cincinnata,

durante 24 horas, com seus respectivos tempos de exposi¢cdo ao extrato.

Periodo de Identificacéo Horas p6s Tempo de
desenvolvimento numericas das fertilizacéo exposicao do
embrionario fases de Fase de (hpf) embrido a P. .
desenvolvimento | Desenvolvimento cincinnata Descricao
embrionario (horas)
avaliados
Clivagem 48 células 1 hpf Momento de sele¢do dos embrides para exposicao a
P. cincinnata
Clivagem 1 2 hpf O zigoto se divide em varias
64 células 1 células (blastbmeros), sem
aumento do volume total.
Blastula 2 3 hpf Formacdo de uma esfera oca com
High ou alto 2 varias células ao redor de uma
cavidade chamada blastocele.
Blastula 3 4 hpf As células comegcam a se
reorganizar na superficie da
Dome ou domo 3 . ;
blastula, formando uma clpula
ou "dome".
Gastrula 4 5 hpf Inicio do processo de gratulacéo,
. onde as trés camadas
Anel germinativo 5 -
germinativas comegam a se
formar.
Gastrula 5 8 hpf Movimento celular intenso, com
80% Epibolia 7 células cobrindo cerca de 80% da
superficie do embrido.
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Gastrula 6 10 hpf Formacéo de estruturas
Fase de broto 9 precursoras dos tecidos e 6rgaos,
neural
como o broto neural.
Segmentacéo 7 11 hpf Aparecimento dos primeiros
Fase 1 somito 9:20 somitos, estruturas que daréo
origem aos musculos e esqueleto.
Segmentacéo 8 12 hpf Formacéo de 5 somitos, que séo
Fase 5 somitos 11 blocos de tecido mesodérmico ao
longo do eixo do embrido.
Segmentacdo 9 18 hpf Formacéo de 16 somitos,
Fase 16 somitos 17 continuando a segmentacéo do
corpo.
Faringula 10 24 hpf Desenvolvimento das estruturas
Fase de Faringula 23 da faringe e inicio da
- Prim organogénese, com eshogo de
orgdos.

Fonte: adaptado de Kimmel et al. 1995 (Autora, 2024).

Apo6s os tempos de exposicdo dos embriGes a P. cincinnata, citados na tabela 1, os
embrides foram retirados do extrato, avaliados quanto a sua morfologia, e transferidos para
placas de 96 pocos, contendo meio E3. Posteriormente, seguiu-se protocolo de avaliacdo
baseados nos testes de embriotoxicidade da OECD (2004), sendo os embrides avaliados a cada
24 horas, durante 120 horas.

As avaliacdes morfoldgicas e cronoldgicas foram baseadas nas descricoes realizadas por
Kimmel et al. (1995). Para tanto os embrides durante as primeiras 24 horas, eram avaliados de
acordo com a tabela 1. Baseando-se nesta tabela foi criado um score de pontuacdo para a

avaliacdo de desenvolvimento embrionario por 120hpf (horas pos fertilizacéo).

3.4 Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos parametros de desenvolvimento embrionario, os dados foram
inicialmente cadastrados em bancos de dados do MS Excel® e posteriormente exportados para
o software estatistico R. Para o teste de significancia, foi utilizada a estatistica ndo paramétrica
com o teste de Mann-Whitney. Para a verificacdo de normalidade dos dados, foi utilizado o

teste de Shapiro, justificando o uso da estatistica ndo paramétrica.

4 RESULTADOS
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4.1 Passiflora cincinnata

Os resultados obtidos foram analisados considerando as mudangas nos estagios de
desenvolvimento embrionéario do zebrafish apés a exposicdo ao extrato de Passiflora
cincinnata. As fases de desenvolvimento foram cuidadosamente monitoradas e registradas,
permitindo uma analise detalhada das alteracGes. A Tabela 2 compreende imagens com o tempo
de exposicéo e os respectivos checkpoints.



Figura 2: Checkpoints e tempo de exposicao.
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A tabela a seguir detalha o desenvolvimento embrionério em diferentes tempos de exposicéo,

tanto para o grupo de controle quanto para o grupo tratado com Passiflora cincinnata.

Tabela 2: Tabela indicando o tempo de exposicdo dos embrides expostos a P. cincinnata comparando

as fases de desenvolvimento embriondrio do controle e do desenvolvimento embriondrio apds a

exposicao.
Desenvolvimento Embrionario
Tempo de Desenvolvimento
Numero durante exposicao a P.
Exposicao Embrionario Controle
cincinnata
1 1 hora fase de high Clivagem
2 2,20 horas Fase de Blastula High Fase de alto (High)
3 3,20 horas Fase de Blastula Dome Fase de Dome ou domo
4 4,40 horas Fase de Anel Germinativo Fase de Dome ou domo
5 7,40 horas Fase 80% Epibolia Fase 80% Epibolia
6 9,0 horas Fase de Broto nervoso Fase Broto nervoso
7 9,20 horas Fase de 1 Somito Fase de 1 Somito
8 10,40 horas Fase de 5 Somitos Fase 1 Somito
a 16,50 horas Fase 16 Somitos Fase 16 Somitos
10 23,0 horas Fase de Faringula Prim Fase de Faringula Prim

Fonte: Autora, 2024.

O grafico A apresenta a diferenca no desenvolvimento embrionario (AHFPF) ao longo dos

checkpoints embrionarios iniciais (Figura 2). No eixo X, estdo representados os estagios iniciais

do embrido, enquanto no eixo Y sdo apresentados 0s estagios apos a exposicdo ao extrato. A

escala de cinza utilizada no grafico indica a magnitude das diferencas observadas. Regifes mais

escuras representam mudancas mais significativas nos estagios de desenvolvimento

embrionario, sugerindo um impacto maior do tratamento com Passiflora cincinnata.

Logo, o gréafico B demonstra os valores de p (p-values) resultantes da analise estatistica dos
dados de desenvolvimento embrionario. Diferentes tonalidades de cinza foram utilizadas para

representar os niveis de significancia estatistica (Figura 2).
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Figura 1: A-Diferencas no Desenvolvimento Embrionario (AHFPF), B-Significancia Estatistica das Diferencas (p-values).
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A exposicdo do embrido as fases de Alto e Dome, ndo apresentaram um atraso estatisticamente
significativo no desenvolvimento embrionario (p < 0,001). No entanto, na fase de Gastrula-
Anel Germinativo, houve um atraso estatisticamente significativo no desenvolvimento
embrionario (p < 0,001). Nas fases de Gastrula-80% Epibolia, Géstrula-Broto e Segmenta¢éo-
1 Somito, também ndo foi observado um atraso estatisticamente significativo no

desenvolvimento embrionério (p < 0,001).

Por outro lado, na fase de Segmentacdo-5 Somitos, foi observado um atraso estatisticamente
significativo no desenvolvimento embrionario (p < 0,001). Na fase de Segmentacdo-16
Somitos, ndo foi observado um atraso estatisticamente significativo no desenvolvimento
embrionario (p < 0,001). Finalmente, na fase de Pharyngula-Prim, foi observado um atraso
estatisticamente significativo no desenvolvimento embrionério (p < 0,001).

A tabela e o grafico demonstram que, em tempos de exposi¢cdo mais curtos, as fases de
desenvolvimento embrionario sdo semelhantes entre os grupos de controle e tratados. No
entanto, a medida que o tempo de exposicdo aumenta, certas fases mostram diferencas
significativas. Por exemplo, nas fases de Gastrula - Anel Germinativo e Segmentacdo - 5
Somitos, observa-se um atraso no desenvolvimento embriondrio no grupo tratado com
Passiflora cincinnata em comparacgédo ao controle, o qual este atraso é confirmado pela analise
estatistica, com significAncia estatistica indicada em varias fases.

Essas diferengas sugerem que o extrato de Passiflora cincinnata tem um efeito mensuravel
sobre o desenvolvimento embrionario dos zebrafish, com atrasos significativos em fases

especificas do desenvolvimento.

5 DISCUSSAO

Passiflora incarnata e Passiflora cincinnata sdo amplamente reconhecidas por suas
propriedades medicinais. Em um estudo realizado por Speroni e Minghetti (1998), observou-se
que extratos de Passiflora incarnata ndo apresentaram toxicidade em modelos de ratos e
camundongos adultos. No entanto, a toxicidade em embrides de zebrafish indica que os efeitos
dos compostos podem variar significativamente entre diferentes estagios de desenvolvimento
no zebrafish.

A comparacédo entre Passiflora incarnata e Passiflora cincinnata revela que elas possuem
propriedade farmacoldgicas bem significativas estudos realizados in vitro com P. Incarnata

mostra que seus extratos tem uma atividade antioxidante e antimicrobiana, destacando assim
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seu potencial para uso terapéutico em diversas condigdes, j& a Passiflora cincinnata,
demostrou efeitos neuroprotetor em camundongos em um modelo de doenga de Parkinson,
atrasando o desenvolvimento de sinais motores e prevenindo a perda dopaminérgica. Ambas
possuem propriedade benéficas que podem ser mais exploradas (Reis et. al., 2023; Brandd&o et.
al., 2017).

Os resultados dos estudos supracitados mostraram que o extrato de Passiflora cincinnata
tem um impacto significativo no desenvolvimento embrionéario do zebrafish. Os embrides
expostos ao extrato apresentaram atrasos em varias fases do desenvolvimento em comparacdo
com o grupo controle, indicando a eficacia do extrato em retardar o desenvolvimento
embrionario.

Logo, em uma anélise detalhada das fases de desenvolvimento do presente estudo também
revelaram que os embrides tratados com Passiflora cincinnata apresentaram atrasos
significativos nas fases de géstrula e segmentacdo. Esses atrasos foram estatisticamente
significativos, especialmente nas fases de Géstrula-Anel de Germe e Segmentagdo-5 Somitos,
sugerindo um efeito do extrato na proliferacéo celular e na formacéo de estruturas embrionarias.

A composicdo quimica de Passiflora cincinnata inclui flavonoides como vitexina e
isovitexina, que sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias. Esses
compostos provavelmente contribuiram para os efeitos observados nos embrides de zebrafish,
retardando o desenvolvimento sem causar teratogenias significativas (Durazzo et al., 2019;
Junqueira et al., 2005). . A andlise estatistica dos dados utilizando o teste de Mann-Whitney
confirmou a significancia dos atrasos no desenvolvimento embrionario em varias fases. 1sso
reforca a hipdtese de que Passiflora cincinnata pode ser utilizada para controlar a taxa de
desenvolvimento embrionario, o que é crucial para aplicacdes em biotecnologia e conservacao
(Vieira, 2015).

A vitexina é um flavonoide que tem atraido interesse devido as suas propriedades bioldgicas,
incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antitumorais, o qual é conhecida por
neutralizar radicais livres, reduzir a inflamacdo e induzir a apoptose em células cancerigenas
(Pereira et al., 2021). No contexto do desenvolvimento embrionario, a vitexina pode influenciar
a proliferacdo e diferenciacao celular (Wei et al., 2014).

A vitexina pode interagir com a expressao de genes envolvidos no desenvolvimento
embrionario, possivelmente incluindo os genes SOX (Sry-related HMG box). A capacidade da
vitexina de modular a expressdo génica pode ocorrer através da regulacdo de fatores de
transcricdo ou pela modulacdo de vias de sinalizagdo que controlam a expressao desses genes
(Ganesan et al., 2020).
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Os genes SOX sdo cruciais no desenvolvimento embrionério, influenciando a diferenciacao
celular e a formacéo de tecidos. A interacdo entre os compostos da Passiflora cincinnata e a
expressao dos genes SOX pode ser uma area promissora para futuras pesquisas, pois esses genes
desempenham um papel significativo na morfogénese e na estabilidade do desenvolvimento
(De Luca et al., 2012).

Os genes do grupo SOX sdo uma familia de fatores de transcricdo que desempenham um
papel crucial no desenvolvimento embrionario e na determinagdo do sexo em vertebrados.
Esses genes sdo conhecidos por sua capacidade de se ligar ao DNA e regular a expresséo de
outros genes, influenciando processos como diferenciacéo celular, desenvolvimento de érgéos
e manutencao da pluripoténcia das células-tronco (Hagedorn et al., 1997; Lammer et al., 2009).

Os genes SOX atuam ligando-se a sequéncias especificas de DNA, conhecidas como caixas
HMG, e modulando a transcricdo de genes alvo. Essa interacdo pode ativar ou reprimir a
expressdo génica, dependendo do contexto celular e dos cofatores presentes (Goes, 2019).

Estudos in silico tém sido Uteis para prever as interagcdes entre a vitexina e proteinas-alvo,
incluindo fatores de transcricdo como os genes SOX. Essas analises computacionais podem
identificar possiveis sitios de ligacdo e prever os efeitos da vitexina na atividade genética,
fornecendo uma base para estudos experimentais futuros (Durazzo et al., 2019).

A pesquisa sobre a interacéo entre os genes SOX e a vitexina é crucial para entender como
compostos naturais podem influenciar o desenvolvimento embrionario e a salide humana.
Compreender essas interacfes pode levar ao desenvolvimento de novas terapias para doencas
relacionadas ao desenvolvimento e a utilizacdo de compostos naturais na medicina

regenerativa.

6 IMPACTO DO TRABALHO NA SOCIEDADE

Este trabalho, ao explorar o uso de Passiflora cincinnata na conservacdo de embrides,
representa uma contribuicdo significativa para a preservacdo de espécies em extingdo. A
aplicacdo de técnicas que retardam o desenvolvimento embrionario permite a criacdo de bancos
de germoplasma, essenciais para a manutencdo da biodiversidade e a recuperacdo de espécies
ameacadas.

A pesquisa oferece avangos importantes para a piscicultura, especialmente no que diz

respeito a criagdo de peixes nativos. A possibilidade de retardar o desenvolvimento embrionario
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permite um melhor gerenciamento dos recursos reprodutivos e pode aumentar a eficiéncia das
incubadoras, contribuindo para uma produgdo mais sustentavel e rentavel.

O desenvolvimento de protocolos utilizando extratos de Passiflora cincinnata representa
uma inovacao significativa na biotecnologia reprodutiva. Este avango pode ser incorporado a
rotina dos laboratdrios de aquicultura, proporcionando novas ferramentas para o controle do
desenvolvimento embrionario e melhoramento genético de espécies aquaticas.

A utilizacdo de Passiflora cincinnata, uma planta com propriedades medicinais conhecidas,
também reforca a importancia da medicina tradicional e dos conhecimentos etnoboténicos, o
qual este trabalho contribui para a validacdo cientifica de préaticas tradicionais, promovendo o
uso seguro e eficaz de plantas medicinais. A aplicacdo de modelos experimentais como 0
zebrafish para a avaliacdo de toxicidade e desenvolvimento embrionario auxilia na reducéo do
uso de animais em experimentos. Este aspecto esta alinhado com os principios dos 3Rs
(reducéo, refinamento e substituicdo), promovendo uma pesquisa mais ética e sustentavel.

Os avangos proporcionados por este trabalho podem ter um impacto econdmico
significativo, especialmente no setor de aquicultura, o qual a melhoria na eficiéncia reprodutiva
e na conservacdo de embrides pode levar a um aumento na producdo e na qualidade dos
produtos piscicolas, beneficiando economicamente os produtores. Este trabalho fortalece a base
de conhecimento cientifico sobre a Passiflora cincinnata e suas aplicacdes biotecnoldgicas, de
modo que, a pesquisa detalhada sobre seus efeitos no desenvolvimento embrionario abre novas
linhas de investigacdo e incentiva estudos futuros em biotecnologia e conservacao.

A realizacdo deste estudo também tem um impacto educacional, proporcionando
treinamento e capacitacdo para pesquisadores e estudantes em técnicas avancadas de
biotecnologia, o qual contribui para a formacdo de profissionais qualificados, capazes de
enfrentar os desafios futuros da ciéncia e tecnologia.

Sendo assim, a aplicacdo de biotecnologias para a conservacdo e manejo sustentavel de
recursos naturais contribui para a sustentabilidade ambiental, o qual o presente estudo promove
técnicas que beneficiam a preservacdo de espécies e a producdo sustentavel, ajuda a proteger

0s ecossistemas e a biodiversidade global.

7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados deste estudo revelam que o extrato de Passiflora cincinnata tem um impacto

significativo no desenvolvimento embrionario do zebrafish, sendo capaz de retardar esse
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processo em fases criticas sem causar efeitos teratogénicos. Essa capacidade de modula¢do do
desenvolvimento embrionario apresenta uma ferramenta promissora para a conservacdo de
embrides e a melhoria das préaticas de aquicultura.

As fases de géastrula e segmentacao foram particularmente afetadas pelo extrato, indicando
que este atua de forma especifica em certos estagios do desenvolvimento embrionario. A analise
estatistica confirmou a significAncia desses atrasos, destacando o potencial biotecnologico de
Passiflora cincinnata na criacdo de protocolos para a conservagdo de embrides.

Além disso, a auséncia de efeitos teratogénicos reforca a seguranca do uso de Passiflora
cincinnata em aplicacdes biotecnoldgicas. Este achado € crucial para o desenvolvimento de
métodos de conservacdo que ndo comprometam a viabilidade e a salde dos embriGes. A
comparagdo com 0 grupo controle mostrou que os embrides tratados retomaram seu
desenvolvimento normal apos a remocdo do extrato, o que indica que o efeito do extrato €
temporario e reversivel. Esse aspecto € particularmente importante para a aplicacdo pratica
desses protocolos em ambientes de laboratorio e producéo.

Este estudo demonstrou que o extrato de Passiflora cincinnata pode ser utilizado para
retardar o desenvolvimento embrionério de zebrafish, fornecendo uma nova ferramenta
biotecnologica para a conservacdo de embrifes. Os resultados indicaram que o extrato pode
causar atrasos significativos em fases especificas do desenvolvimento embrionario sem causar
teratogenias evidentes, destacando seu potencial uso em laboratérios de aquicultura e
conservagao.

As descobertas deste trabalho contribuem significativamente para o campo da biotecnologia
reprodutiva e conservacao de espécies. A utilizacdo de extratos de plantas como a Passiflora
cincinnata oferece uma alternativa inovadora e ecologicamente sustentavel para a
criopreservacdo de embrides, que pode ser adaptada para varias espécies de peixes e
potencialmente outros organismos.

Os resultados obtidos tém implicacfes importantes para a aquicultura, especialmente na
criacdo de peixes nativos. A capacidade de retardar o desenvolvimento embrionario permite um
melhor gerenciamento dos recursos reprodutivos e pode aumentar a eficiéncia das incubadoras,
resultando em uma producao mais sustentavel e rentavel.

Além disso, o estudo reforca a importancia da medicina tradicional e dos conhecimentos
etnoboténicos, validando cientificamente o uso de Passiflora cincinnata. Esta validacéo
promove 0 uso seguro e eficaz de plantas medicinais, integrando tradi¢cGes populares com

praticas cientificas modernas.
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Essa abordagem promove uma pesquisa mais ética e sustentdvel, contribuindo para a
protecdo dos animais. O impacto econbmico desta pesquisa também é significativo,
especialmente para o setor de aquicultura. A melhoria na eficiéncia reprodutiva e na
conservacdo de embrides pode levar a um aumento na producéo e na qualidade dos produtos
piscicolas, beneficiando economicamente os produtores e impulsionando o setor.

Além disso, o trabalho fortalece a base de conhecimento cientifico sobre Passiflora
cincinnata e suas aplicacbes biotecnoldgicas. A pesquisa detalhada sobre seus efeitos no
desenvolvimento embrionario abre novas linhas de investigacao e incentiva estudos futuros em
biotecnologia e conservacao, ampliando o entendimento cientifico.

As perspectivas futuras incluem a ampliacdo dos estudos com Passiflora cincinnata para
outras espécies e a exploracdo de seus efeitos em diferentes contextos biologicos. A integracdo
de técnicas in silico e in vitro pode oferecer uma compreensao mais profunda dos mecanismos
de acdo do extrato, permitindo a otimizacdo dos protocolos de uso. Além disso, a colaboracéo
com outras areas da ciéncia, como a farmacologia e a genética, pode levar ao desenvolvimento
de novas aplicacdes terapéuticas e biotecnoldgicas para Passiflora cincinnata.

A contribuicdo deste estudo para o campo da biotecnologia reprodutiva e da conservacao de
espécies é evidente, oferecendo uma alternativa viavel e sustentavel para a criopreservacao de
embrides. Os beneficios potenciais para a aquicultura sdo significativos, com a possibilidade de
melhorar a eficiéncia reprodutiva e aumentar a producao de peixes nativos de forma sustentavel.
O estudo também valida o uso tradicional de Passiflora cincinnata, integrando conhecimentos
etnobotanicos com préticas cientificas modernas, o que promove 0 uso seguro e eficaz de
plantas medicinais.

O aprimoramento e a padronizacdo dos métodos de extracdo e aplicacdo do extrato tambéem
sdo areas importantes a serem exploradas, visando garantir a consisténcia e a eficacia dos
resultados em diferentes contextos e aplicagdes. Assim, este estudo ndo apenas avanca o
conhecimento cientifico e técnico sobre Passiflora cincinnata, mas também abre novas
possibilidades para a conservacdo de espécies, a sustentabilidade ambiental e a inovacdo na
biotecnologia reprodutiva, o qual este trabalho destaca a importancia da pesquisa
interdisciplinar e da integracdo entre ciéncia e tradicdo, oferecendo uma base solida para futuras

investigacOes e aplicacdes praticas.
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