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O mentol € um 6leo essencial com diversas utilidades. Este trabalho reporta a analise toxicoldgica
do Mentol. Para avaliar a citoxicidade das amostras realizamos teste in vitro com cultura célular
da Linhagem Vero (rim do macaco verde africano) nas amostras (1.000 - 32,5 pg/mL) e calculado
0 percentual de viabilidade celular e calculado a CE50. Em seguida, realizamos testes in vivo com
modelo animal Zebrafish. Os testes foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA), sob o protocolo n°® 7648070318, da Universidade de Fortaleza (UNIFOR), Fortaleza,
Ceara. Para teste de locomoc¢ao do animal foi realizado inoculacdo por via oral do 6leo essencial
Mentol nas concentragfes de(0,1; 0,5; 1 mg/mL; 20 pL; via oral) e as analisados os cruzamentos
no teste de campo aberto. Concluimos que o mentol ndo causou mortalidade nem

comprometimento locomotor consideravel no Zebrafish (Danio rerio) adulto.
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As pesquisas com o menthol sugerem que muitos dos seus componentes compdem o0s
Oleos vegetais essenciais e podem ser classificados como naturais. Os 6leos essenciais (OE) sédo
substancias lipossoluveis e volateis que integram o metabolismo secundério de plantas. O uso de
produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a histéria da humanidade e
os produtos de origem vegetal sdo as principais fontes para a produ¢cdo de novos medicamentos
(SANTOS, 2014).

O Zebrafish (Danio Rerio) € um pequeno peixe teleésteo de agua doce medindo cerca de
3 a 4 centimetros de comprimento pertencente a familia do Cyprinidae. No Brasil ele € conhecido

como paulistinha e esta sendo bastante utilizado por diversos laboratérios como um étimo modelo



para estudos genéticos (DAMMSKI et al., 2011). O pioneiro a estudar este pequeno peixe foi
George Streisinger nos anos 60 que utilizou diferentes técnicas para estudar o desenvolvimento
embrionério do Zebrafish (SANT ANNA, 2006).

O Zebrafish como um organismo modelo para pesquisa apresenta diversas caracteristicas
favoraveis, tais como: baixo custo, requer pouco espaco para manutencdo, rapido
desenvolvimento e ciclo biolégico, facil manipulacdo, seu comportamento pode ser facilmente
observado e quantificado em um ambiente controlado e ainda, seu pequeno tamanho, a
sensibilidade para farmacos, e o rapido metabolismo, possui semelhanca genética de 70% com
os humanos, o que viabiliza estudos com este modelo animal (MAGALHAES et al.,2017).

Para teste de locomoc¢ao do animal ,foi realizado inoculacao por via oral do 6leo essencial
Mentol proveniene da empresa Sigma-aldrich, e em seguida divideremos em 4 grupos 0 naive
.Cada grupo de zebrafish (n=6/cada) receberdo Menthol (0,1; 0,5 e 1,0 mg/kg 20 uL). A analise foi
feito com auxilio de filagem durante 5 minutos para cada grupo estado em campo aberto. Como
parametros de andlise sera contabilizado a mobilidade do animal em uma placa de petri dividida
em em quarto quadrantes para saber se o Menthol modifica a locomocéao do animal.

O objetivo deste trabalho foi investigar a seguranca nédo clinica do mentol in vitro e in vivo
em Zebrafish adulto.

Metodologia

Amostra

O Mentol foi comprado da Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América, cedido
pelo Nucleo de Biologia Experimental (Nubex) da UNIFOR.
Zebrafish

Foram utilizados Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos o0s sexos com
idade de 60-90 dias, tamanhos de 3,5 £ 0,5 cm e peso 0,4 + 0,1 g, obtidos da Agroquimica:
Comércio de Produtos Veterinarios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceard, Brasil). Grupos de
50 peixes foram aclimatados por 24 h em aquarios de vidro (40 x 20 x 25 cm), contendo agua
desclorada (anticloro ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com
ciclo circadiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam ragéo (Spirulina®) ad libitum 24
h antes dos experimentos. Apds 0s experimentos, 0s animais foram sacrificados por imerséo em
agua gelada (2-4 °C), por 10 minutos, até a perda de movimentos operculares (CONCEA, 2018).
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA), sob o protocolo n® 7648070318, da Universidade de Fortaleza (UNIFOR),
Fortaleza, Ceara.
Protocolo geral

Os testes com zebrafish foram realizados baseando-se em metodologias propostas por
Magalhdes et al. (2017). No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados
randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras testes ou
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controle, via intraperitoneal (i.p.) (KINKEL et al., 2010), usando seringa de insulina (0,5 mL;
UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G. Em seguida, os animais foram acondicionados
individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de agua do aquario para repouso.
Avaliacao da seguranca nao clinica

Toxicidade in vitro

Solucdes do mentol (0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL) foram preparadas com &gua destilada e
testadas frente a Células Vero (rim do macaco verde africano). Foi usado o método colorimétrico
do MTT (MOSMANN, 1983). Com base nos estudos de (BARROSO, 2015) os valores de
absorbancia registrados serdo calculados o percentual de viabilidade celular pela férmula:
viabilidade celular (%) = [a / b] x 100 , A sera definido como sendo a absorbéncia das células
tratadas com as amostras de Menthol e B a Absorbéancia do controle celular para posteriormente
passar para o teste in vivo. Teste de MTT O potencial téxico da amostra foi classificado em: a)
néo toxico CL50 > 1000 pg/mL; b) téxico (CL50 < 1000 pg/mL).

Foram utilizadas solugdes (1.000 - 32,5 pg/mL) e calculado o percentual de viabilidade
celular. O valor da concentracdo capaz de reduzir a viabilidade a 50 % quando comparada ao
controle celular (CCs) foi obtido pela analise da regressdo néo-linear da curva concentragdo-
efeito. Nosso teste encontrou CE50 de 171,5 £+ 295,5, com média de 235,5.

Atividade locomotora do zebrafish adulto (Teste de Campo Aberto)

Foi realizado o teste de campo aberto (AHMAD e RICHARDSON, 2013) para avaliar
alteracdo ou ndo da coordenagdo motora dos animais, seja por sedagdo e/ou relaxamento
muscular. Inicialmente, os animais (n=6/gupo) foram tratados com mentol (0,1 ou 0,5 ou 1,0
mg/mL; 20 uL; i.p.) e veiculo do mentol (agua mineral com anticloro e dimetilsulféxido (DMSO)
um solvente orgéanico a 3%; 20 uL; i.p.). Um grupo de animais sem tratamentos foi incluido
(Naive). Ap6és 30 min dos tratamentos, os animais foram adicionados em placas de Petri de vidro
(10 x 15 cm), contendo a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e analisada
a atividade locomotora através da contagem do namero de cruzamento de linhas (CL). Usando o
valor de CL do grupo Naive como linha de base (100%), foi calculado a porcentagem de atividade
locomotora (AL%) individualmente durante 0-5 minutos.

Toxicidade aguda 96 h em zebrafish adulto

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish (D. rerio) adulto conforme
metodologias propostas pela OECD (OECD, 1992) e Huang et al. (2014). Os animais (n=6/cada)
foram tratados com mentol (0,1 ou 0,5 ou 1,0 mg/mL; 20 uL; i.p.) ou veiculo do mentol(Controle;
DMSO 3%; 20 pL; i.p.). ApOs os tratamentos, os animais foram deixados em repouso para
analisar a taxa de mortalidade. A cada 24 h e até 96 h foi anotado o numero de peixes mortos em
cada grupo e determinado a dose letal capaz de matar 50% dos animais (DLs,) através do método
matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-
AGUILAR et al., 2015).

Analise estatistica



Os resultados in vivo foram expressos como valores da média + erro padrao da média
para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuicdo e
homogeneidade dos dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas
com o software GraphPad Prism v. 5.0. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5%
(p<0,05).

Resultados e Discussao |

Nesse trabalho investigamos inicialmente o potencial citotoxico do mentol in vitro, frente a
Células Vero (rim do macaco verde africano). Como resultado, o0 mentol ndo se mostrou téxico,
pois apresentou média de CEsxp igual a 235,5(ug/mL).

Estudos como os de (SIMOES; GOMES, 2009) realizaram pesquisas com mentol para
testar eficiéncia deste como anestésico para a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), por meio da
avaliacao de eventos comportamentais, da verificagdo da margem de seguranca do anestésico e
das respostas de estresse.

Os achados demostraram que o mentol ndo € um anestésico eficaz para juvenis de tilapia
durante procedimentos de rotina na piscicultura. Porém nao houve mortalidade nos peixes
expostos ao mentol. O que mostra mais uma vez a seguranca e vai de acordo com NOSS0S
achados que ele pode ser usado com peixes.

Autores como (SOUZA et al., 2012) discorreram também sobre uso do mentol com peixes.
Nossos achados sobre mortalidade concordam com este estudo no qual também ndo houve
peixes mortos ao se utilizar mentol.

Recentemente, adaptamos o teste de campo aberto em placas de Petri, proposto por
Ahmad e Richardson (2013), para avaliar atividade locomotora de zebrafish adulto sob acéo de
drogas analgésicas (MAGALHAES et al., 2017). Desta forma, empregamos 0 mesmo método com
0 mentol para avaliar sua agdo sobre o sistema locomotor do ZFa. Como resultado, todas as

concentracdes testadas ndo causaram efeito sedativo e/ou comprometimento locomotor dos
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Figura 1. Efeito do mentol sob a atividade locomotora de zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo
Aberto (0-5 min). Naive — animais nao tratados; Veiculo — DMSO 3%. Os valores representam a média *
erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey. Os niumeros acima de cada
coluna indicam porcentagem de atividade locomotora (%AL).

O uso de animais em pesquisas cientificas vem sendo reconsiderada, visando a reducéo
do numero de animais empregados, o refinamento de técnicas ou até a substituicdo destes se
baseando na ética. Para testes de toxicidade os peixes sdo indicados como uma alternativa
promissora para o uso de animais “in vivo”, sendo o Zebrafish um étimo modelo.

Nesse contexto, empregamos o0 Zebrafish adulto como modelo animal para avaliar a
toxicidade aguda do mentol. Como resultado, o mentol ndo se mostrou toxico, pois ndo houve
mortalidade dos animais em até 96 h de analise (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos testes de toxicidade aguda do mentol frente ao zebrafish adulto.

Mortalidades do Zebrafish Adulto 96h
Amostra CN C1 C2 C3 CLso (mg/mL) / IV
Mentol 0 0 0 0 >1.0

Fonte: Autor; CN- Grupo controle negativo: DMOS 3%; C- concentragdes (20 pL; i.p.); C1 — 0,1 mg/mL; C2 — 0,5
mg/mL; C3 — 1,0 mg/mL; CLs,- Concentragéo letal para matar 50% dos Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianga;

Conclusao

Nossos resultados mostraram que o mentol € considerado seguro, pois nao foi toxico

frente a células vero, bem como ao Zebrafish (Danio rerio) adulto.
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