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Resumo: Este trabalho reporta a seguranca néo clinica do 6leo essencial das
folnas de OcimumbasilicumLinn (OEFOb) em zebrafish (Daniorerio) adulto
(ZFa). ZFa (n=6/grupo) foram tratados, via oral (v.0) com OEFOb (0,25 ou 1,25
ou 2,5 mg/mL; 20 uL) ou salina 0,9% (veiculo; 20 uL) e um grupo de animais
sem tratamentos foi incluso (Naive). Apos 1 hora dos tratamentos, foi analisada
atividade locomotora através da contagem do numero de cruzamento de linhas
(CL) em placas de Petri de vidro durante 0-5 minutos. Em experimento
subsequente, ZFa (n=8/grupo) foram tratados novamente com OEFOb ou
veiculo. Apos 24 h e até 96 h foi anotado o numero de peixes mortos em cada
grupo, e determinado a DLso atraves do método matematico
TrimmedSpearman-Karber com intervalo de confianga de 95%. O estudo foi
aprovado pela CEUA-UECE (#7210149/2016). Concluiu-se de suma
importéancia a extracdo do OEFOb neste estudo realizado. Nao houve
comprometimento locomotor dos ZFa tratados com OEFOb ou veiculo. O
OEFOb nédo se mostrou téxico para os ZFa (LCso > 2,5 mg/mL). Diante destes
resultados, o OEFOb pode ser considerado seguro em testes farmacoldgicos
utilizando o Zebrafish (Daniorerio) adulto como modelo animal.
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1. Introducéo

O género Ocimum (Lamiaceae) € constituido por mais de 150 espécies
originarias de regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América Central
e do Sul (LABRA et al., 2004). O manjericao (Ocimum basilicum) faz parte de um
grupo de plantas medicinais e aromaticas de grande valor econémico, pois €
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muito utilizada para diversos fins, como ornamental, condimentar, medicinal,
aromatica, na industria farmacéutica e de cosméticos e para producao de 6leo
essencial, sendo esta Ultima caracteristica a mais valorizada (ROSAS et al.,
2004).

Um aspecto muito importante na obtencdo dos extratos de plantas
aromaticas diz respeito ao método de extracdo empregado (MAZUTTI et al.,
2006). O o6leo essencial dessa planta tem sido utilizado nas industrias de
alimentos como flavorizante para produtos de confeitaria, bebidas néo
alcodlicas, sorvetes e como condimentos e na industria de cosméticos (BOZIN
et al., 2006).

Recentemente, modelos substitutivos vém sendo empregados, tais como
o zebrafish (Daniorerio) (CHALLAL et al., 2014).0 zebrafish (Daniorerio) € um
teledsteo pequeno, de agua doce, da familia Cyprinidae, e com baixo custo,
facil manipulacdo e rapido desenvolvimento, além de possuir homologia
genética humana em torno de 70 a 80% (CURTRIGHT et al., 2015).

O zebrafish (Daniorerio) possui uma série de atributos que se prestam a
investigacdes sobre a biologia da nocicepcédo. Pode, portanto, ser vantajoso
desenvolver ensaios fenotipicos de alto rendimento para modelar
comportamentos nociceptivos complexos nos quais se pode pesquisar novos
analgésicos de maneira imparcial (CURTRIGHT et al., 2015).

2. Objetivo

Analisar a seguranca nao clinica do Oleo essencial das folhas de
OcimumbasilicumLinn em zebrafish (Daniorerio) adulto.

3. Metodologia
3.1. Extracdo do 6leo essencial

Trés gramas de folhas frescas foram adicionados a 150 ml de agua em
um frasco de 500 ml. A mistura foi hidro-destilada até 50 ml foram
recuperados. O destilado foi extraido trés vezes com éter etilico recentemente
destilado. O solvente foi removido em temperatura ambiente e o 6leo essencial
diluido com etil acetato a 5 mg / ml. Uma aliquota foi injetada no capilar
Cromatogréfico GC-MS. Para cada cultivar trés diferentes extracbes foram
realizadas (LABRA et al., 2004).

3.2. Avaliacédo da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Foi realizado o teste de campo aberto conforme descrito por Magalhées
et al. (2017). Inicialmente, os animais (n=6/grupo) foram tratados, com o
OEFOb (0,25 ou 1,25 ou 2,5 mg/mL; 20 pL; v.0.) ou veiculo (controle; salina
0,9%; 20 pL; v.0.). Um grupo de animais sem tratamentos foi incluido (Naive).
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Apos 1 hora dos tratamentos, os animais foram adicionados em placas de Petri
de vidro para a andlise da atividade locomotora através da contagem do
namero de cruzamento de linhas (CL) durante 0-5 minutos.

3.3. Toxicidade aguda 96 h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish
(Daniorerio) adulto conforme diretrizes da OECD (2019) e descrita por Batista
et al. (2018). Os animais (n=8/cada) foram tratados, com OEFOb (0,25 ou 1,25
ou 2,5 mg/mL; 20 uL; v.0.) ou veiculo (controle; salina 0,9%; 20 uL; v.0.).
Posteriormente, os animais ficaram em repouso e ap0s 24 h e até 96 h foi
anotado o numero de peixes mortos em cada grupo e entdo determinado a
DLso através do método mateméatico TrimmedSpearman-Karber com intervalo
de confianca de 95% (ARELLANO-AGUIAR et al., 2015).

A Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) tem por finalidade avaliar
do ponto de vista ético e legal as atividades de ensino e pesquisa
desenvolvidas com animais, fazendo cumprir o disposto na lei aplicavel a
criacao e/ou utilizacdo de animais para ensino e pesquisa (especialmente a Lei
n° 11.794 de 08/10/2008 e o Decreto n° 6.899 de 15/07/2009) bem como o seu
Regimento.

4. Resultados
4.1. Avaliacao da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

O OEFOb (0,25 ou 1,25 ou 2,5 mg/mL; 20 uL; v.0.) ndo alterou a
atividade locomotora do zebrafish (Daniorerio) adulto, quando comparado com
os controles (p>0,05 vs. Naive ou Veiculo), Figura 1.

Figura 1. Efeito do OEFOb sob a atividade locomotora de zebrafish

(Daniorerio) adulto, analisados individualmente durante 0-5 min no Teste de
campo aberto.
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Cada coluna representa a média + desvio padrdo (n = 6/grupo). Nimeros acima das barras
indicam a porcentagem de atividade locomotora. One-way ANOVA com teste post-hoc de
Tukey. Controle: veiculo (Salina 0,9%). Naive - grupo néo tratado.

4.2. Toxicidade aguda 96 h

OEFOb (0,25 ou 1,25 ou 2,5 mg/mL; 20 pL; v.0.) ndo causou
mortalidade do zebrafish (Daniorerio) adulto até 96 h de analise (DLso> 2,5
mg/mL), Tabela 1.

Tabela 1. Resultados do teste de toxicidade aguda para o OEFOb frente a
zebrafish (Daniorerio) adulto.

Mortalidade de ZF adulto CLso (pg/mL) / LC (95%)
Amostra

CN CP CAl1 CA2 CAs3
OEFOb 0 8 0 1 0 >1000/nd

OEFODb - 6leo essencial das folhas de OcimumbasilicumLinn; ZF — zebrafish; CN - Grupo controle negativo: DMSO 3%; CP - Grupo controle
positivo: NaCIO a 2,5%; CAL - concentragdo da amostra 1 (0,25 mg/mL); CA2 - concentragdo da amostra 2 (1,25 mg/mL); CA3 - concentragio da

amostra 3 (2,5 mg/mL); CL50 - concentragéo letal para matar 50% dos ZF’s adultos; LC - limite de confianca; nd - ndo determinado;

5. Conclusao

Conclui-se que, ndo houve comprometimento locomotor dos ZFs
tratados com OEFOb, bem como o mesmo ndo apresentou efeito toxico com
uma LCso maior que 2,5 mg/mL. Desta maneira, 0 OEFOb pode ser usado de
forma segura em testes farmacoldgicos utilizando o zebrafish (Daniorerio)
adulto como modelo animal.
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