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RESUMO

INTRODUCAO: Modelos alternativos que seguem o principio dos 3R's sdo usados para promover
o bem-estar animal e avancar na pesquisa cientifica, dentre estes modelos, o zebrafish € um animal
modelo que segue os principios dos 3R’s para o estudo de compostos biologicos, por conta de sua
fisiologia semelhante a de mamiferos. A palmeira Syagrus coronata, ou licuri, nativa do semidrido
brasileiro, € rica em compostos com propriedades bioldgicas interessantes, desde antinociceptivas,
anti-inflamatdrias, antimicrobianas as moléculas antioxidantes. OBJETIVO: O presente estudo
possui o objetivo de analisar a toxicidade aguda do 6leo fixo da S. coronata em um modelo alternativo
de toxicidade aguda utilizando zebrafish. METODOS: O projeto foi submetido ao Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) e obteve aprovacao com o protocolo nimero CEUA 007/22. Os animais
foram expostos ao 6leo fixo extraido da améndoa do S. coronata, que foi previamente aquecida antes
da prensagem com o intuito de aumentar o seu rendimento, foram adotadas as doses de 10, 50 e 100
mg/kg e os animais testados foram monitorados por um periodo de 96 horas. A observagdo dos peixes
apos a aplicagdo foi registrada em uma tabela de sinais clinicos, onde foram anotadas alteragdes no
comportamento, na anatomia corpdrea e na mortalidade. A rotina de monitoramento incluiu duas
avaliacOes por dia no 1° dia, duas avaliagdes didrias nos 2° e 3° dias, e uma avaliacdo didria no 4° dia.
RESULTADOS: As concentragdes testadas ndo foram suficientes para determinar a DL50, pois ndo
apresentaram toxicidade elevada, ndo havendo mortalidade entre os grupos. Entretanto, foram
observados sintomas clinicos, como alteracdes no comportamento de natagdo, mudangas na
pigmentacio da pele e outras anormalidades visiveis. CONCLUSAO: Conclui-se que o 6leo fixo das
améndoas de licuri ndo apresentou efeitos toxicos relevantes em zebrafish.
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1 INTRODUCAO

Modelos alternativos a utilizagdo de animais que visem o cumprimento do principio dos 3R’s
da experimentacdo animal (substituir, reduzir e refinar) s@o bastante empregados em diversas dreas
com o objetivo de conduzir investigagcdes cientificas e assegurar o bem-estar animal (Sneddon,
Halsey; Bury, 2017). Na toxicologia, a experimentacdo em modelos de peixe zebrafish é bastante
utilizado dado a eficiéncia, versatilidade e algumas semelhan¢a anatomofisioldgicas com algumas
espécies de mamiferos como, roedores, cdes, entre outras, para estudar inimeros compostos com
aplicagdes bioldgicas (MacRae, Peterson, 2023; Cassar; Dunn; Ramos, 2020).

A Syagrus coronata, uma palmeira nativa do da caatinga no semi-arido do nordeste brasileiro,
também conhecida como licuri, cuja composic¢ao fitoquimica € rica em dcidos graxos de cadeia média,
polifenois e flavonoides (Dos Santos Nunes et al, 2024). Possui comprovada atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria (Barbosa et al, 2024), antimicrobiana (Anand et al., 2019),
antioxidante (Dos Santos Nunes et al, 2024), entre outras. Deste modo o presente estudo possui o
objetivo de analisar a toxicidade aguda do 6leo fixo da S. coronata em um modelo alternativo de

toxicidade aguda utilizando zebrafish (Danio rerio).

2 METODO

Composto
Para a realizacdo dos estudos de toxicidade em zebrafish foi utilizado o 6leo extraido da
améndoa do S. coronata, que foi previamente aquecida antes da prensagem para facilitar a liberacao

de uma maior quantidade de dleo.

Animais

O projeto foi enviado para a avaliagio do Comité de Etica de uso Animal (CEUA), e aprovado
nimero do protocolo da CEUA: 007/22. Todos os experimentos de comportamento e eutanisia
ocorreram dentro das dependéncias do Laboratério de Comportamento Animal (uma extensdo no
campus Benfica) do Biotério da Unichristus, respeitando a Resolucdo Normativa CONCEA

°22/2015 e Lei n°11.794, de 2008, conhecida como Lei Arouca.
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Os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e normas internacionais (Guide for the Care
and use of Laboratory Animals, National Academy of Science, EUA, 2011). Para esse projeto,
utilizamos 32 zebrafish adultos. Os animais foram mantidos em aqudrios de vidro (5 ZFa/L), a

temperatura de 27°C, em ciclos de claro-escuro de 14/10 ou 12/12 horas.

Delineamento experimental

Os peixes foram anestesiados com 4gua fria a 10°C e, em seguida, foi aplicado o dleo via
intraperitoneal por um periodo de 96 horas, em condi¢des estaticas, semi-estiticas ou de fluxo. Para
o monitoramento dos peixes pos-aplicacdo, foi utilizada uma tabela de registros de sinais clinicos,
onde foram anotadas anormalidades relacionadas ao comportamento e a aparéncia, bem como a
mortalidade. As observacdes foram feitas conforme o seguinte cronograma: no 1° dia, 2 vezes ao dia;
no 2° e 3° dias, 2 vezes ao dia; e no 4° dia, apenas 1 vez ao dia (OECD, 2018). As doses testadas do

6leo foram 10mg/kg, 50mg/kg e 100mg/kg.
3 RESULTADOS
Determinagao da DL50
O 6leo extraido de S. coronata, nas doses testadas (10 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg), ndo
apresentou toxicidade suficiente para causar a mortalidade dos animais. A dose de 100 mg foi a dose

maxima permitida para ser testada no modelo animal zebrafish, conforme o protocolo.

Sinais Clinicos

Apesar de ndo causar mortalidade nos animais, o composto provocou alteragdes clinicas,
como comportamento anormal de natacdo, pigmenta¢do anormal da pele e outras anormalidades
visiveis.

Nas alteracdes de comportamento de natagao, foi observado um comportamento anormal de

istribuicdo inferior (Perto da base do tanque, mergulho deitado; estitico no fundo do aquério ou logo

N ® Fna)
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acima do fundo): 37,5% dos animais na dose de 10 mg/kg, 50% na dose de 50 mg/kg e 100% na dose
de 100 mg/kg apresentaram esse comportamento. Além disso, os animais exibiram reatividade
excessiva (Voo (sobressalto) ou resposta de evitacao a: visual (mdo passando por cima do tanque,
luminoso (feixe de luz), tatil (toque) ou estimulo de vibragdo (tanque batido levemente)) aos
estimulos, com 62,5% dos animais nas doses de 10 mg/kg e 50 mg/kg demonstrando essa reacgao, e
87,5% dos animais na dose de 100 mg/kg. Apenas as doses de 10 mg/kg e 50 mg/kg apresentaram
comportamento de cardume em 100% dos animais e hiperatividade (Agitacdo e nado errdtico) em
62,5%, enquanto a dose de 100 mg/kg resultou em hipoatividade (Letargia e apatia) em 100% dos

animais (Tabela 1).

Tabela 1 - Alteragdes no comportamento de natagio

Distribui¢do Comportamento ~ Reativo demais Escolaridade densa/

Grupo inferior anormal ao estimulo comportamento de cardume Hiperatividade Hipoatividade
Controle 12,5 % 25% 0% 0% 12,5%
Dose 10 37,5% 62,5% 100% 62,5% 0%
Dose 50 50% 62,5% 100% 62,5% 0%
Dose 100 100% 87,5% 0% 0% 100%

Fonte: Dados da pesquisa

Os animais apresentaram alteracdes anormais na pele. Na dose de 10 mg/kg, 87,5% dos
animais exibiram ilumina¢do anormal; na dose de 50 mg/kg, a alteracao foi observada em 62,5% dos
animais; e na dose de 100 mg/kg, 100% dos animais apresentaram a mesma alteracdo (Tabela 2). Os
animais apresentaram outras anormalidades visiveis. Na dose de 10 mg/kg, 12,5% dos animais
exibiram hemorragias; na dose de 50 mg/kg, esse indice aumentou para 25%; e na dose de 100 mg/kg,

12,5% dos animais também apresentaram hemorragias.

Tabela 2 - Alteracdes na pigmentacido anormal da pele.

Grupo Iluminacao

Controle 0%
Dose 10 87,5%
Dose 50 62,5%
Dose 100 100%
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Fonte: Dados da pesquisa

DISCUSSAO

O modelo de toxicidade em zebrafish € bastante utilizado para a avaliacdo da toxicidade e
seguranca de muitos compostos. Alguns estudos demonstraram que o zebrafish e os mamiferos
compartilham semelhancas significativas em termos de fisiologia, desenvolvimento, metabolismo e
vias biolégicas, mostrando que algumas respostas a substancias téxicas sdo altamente indicativas das

reacoes observadas em mamiferos (He et al., 2014).

No presente estudo, o 6leo fixo extraido das améndoas de licuri apresentou efeitos no
comportamento e na fisiologia dos animais, como alteracdes no comportamento de natacao, variagdes
na coloracdo da pele e outras anormalidades visiveis, mas ndo ocasionou uma alta mortalidade,
demonstrando assim um baixo nivel de toxicidade. Corroborando com esses achados, o estudo recente
conduzido por Barbosa (2024) também demonstrou a auséncia de mortalidade no teste de toxicidade
aguda com o uso do 6leo de améndoa de licuri. Ademais, em outras pesquisas com o 6leo extraido da
améndoa de S. coronata, destinadas a avaliar a segurancga bioldgica, também nao foram detectados
efeitos toxicos significativos nem danos genéticos apés administragdo oral (Dos Santos Souza et al.,

2021).

Contudo, esses resultados indicam que, embora o 6leo possa influenciar nos parametros
fisiolégicos e comportamentais de zebrafish, ele possui um perfil de seguranca elevado, sem causar

efeitos letais nos animais testados.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo fixo das améndoas torradas de licuri ndo apresenta efeitos toxicos

relevantes em zebrafish, demonstrando assim um perfil de seguranca elevado. No entanto, sdo
necessarios mais estudos para investigar de forma mais aprofundada as altera¢cdes comportamentais

dos zebrafish e determinar sua DL50 efetiva neles e em outros modelos animais.
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