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RESUMO
A prática do uso de recursos naturais como forma de tratamento e cura de enfermidades é tão antiga quanto à espécie humana. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) cerca de 80% da população mundial faz uso de algum recurso vegetal como estratégia de cura para suas enfermidades.  O Brasil é o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, possuindo mais de 56.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Croton blanchetianus é conhecida popularmente como “marmeleiro preto”, que é restrito ao semi-árido brasileiro. Esta planta é usada na medicina popular para tratar dor de estômago, sangramento uterino e hemorróidas inflamadas. O presente trabalho tem por objetivo investigar a segurança não clínica dos óleos essenciais de C. blanchetianus em Zebrafish (Danio rerio) adulto. Os dados obtidos no presente trabalho revelaram que os óleos essenciais obtidos de C. blanchetianus as 6h (OECB 6h); 12h (OECB 12h) e 17h (OECB 17h) alteraram o sistema locomotor do zebrafish. Todas amostras são consideradas seguras, pois não se mostraram tóxicas até 96h de análise frente a zebrafish adulto. 
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The practice of using natural resources as a way of treating and curing illnesses is as old as the human species. According to the World Health Organization (WHO), about 80% of the world population uses some plant resource as a cure strategy for their illnesses. Brazil is the country with the greatest plant genetic diversity in the world, with more than 56,000 species cataloged out of an estimated total between 350,000 and 550,000. Croton blanchetianus is popularly known as “black quince”, which is restricted to the Brazilian semi-arid region. This plant is used in folk medicine to treat stomach pain, uterine bleeding and inflamed hemorrhoids. The present work aims to investigate the non-clinical safety of C. blanchetianus essential oils in adult Zebrafish (Danio rerio). The data obtained in the present work revealed that the essential oils obtained from C. blanchetianus at 6 am (OECB 6 am); 12h (OECB 12h) and 17h (OECB 17h) changed the locomotor system of the zebrafish. All samples are considered safe, as they were not toxic until 96 hours of analysis against adult zebrafish.
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INTRODUÇÃO
[bookmark: _GoBack]A prática do uso de recursos naturais como forma de tratamento e cura de enfermidades é tão antiga quanto à espécie humana. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) cerca de 80% da população mundial faz uso de algum recurso vegetal como estratégia de cura para suas enfermidades (LEITE et al., 2008).  O Brasil é o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, possuindo mais de 56.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (GIULIETTI et al., 2005). No entanto, a riqueza e diversidade desse banco genético e biomolecular se encontram em um estágio inicial de conhecimento, pois dessas, apenas 15 a 17% foram investigadas quanto ao seu potencial medicinal, com 512 plantas registradas para comercialização no Ministério da Saúde (CARVALHO et al., 2008). 
Diante do potencial medicinal das plantas e da necessidade de se encontrar novos compostos, a família Euphorbiaceae tem destaque por ser uma das maiores entre as dicotiledôneas, compreendendo cerca de 300 gêneros e 7500 espécies. No Brasil, existem 72 gêneros e cerca de 1.300 espécies em todos os tipos de vegetação, sendo o gênero Croton o segundo mais representativo, com cerca de 700 espécies. Muitas espécies de Croton possuem forte potencial econômico, especialmente para a indústria farmacêutica, devido aos diversos metabólitos secundários encontrados, como: terpenoides, alcaloides, flavonoides, triterpenos e esteroides C. blanchetianus é conhecido popularmente como “marmeleiro preto”, que é restrito ao semi-árido brasileiro. Esta planta é usada na medicina popular para tratar dor de estômago, sangramento uterino e hemorróidas inflamadas (SALATINO et al., 2007). 
As informações etnofarmacológicas referem-se a esta planta como possuindo propriedades antibacterianas e antifúngicas, atividade antinociceptiva e atividade contra o mosquito A. aegypti. C. blanchetianus é conhecido popularmente como “marmeleiro preto”, que é restrito ao semi-árido brasileiro. Esta planta é usada na medicina popular para tratar dor de estômago, sangramento uterino e hemorróidas inflamadas. As informações etno-farmacológicas referem-se a esta planta como possuindo propriedades antibacterianas e antifúngicas, atividade antinociceptiva e atividade contra o mosquito A. aegypti. (GOVAERT; FRODIN; RADCLIFFE-SMITH, 2000) O presente trabalho tem por objetivo investigar a segurança não clínica dos óleos essenciais de Croton blanchetianus em Zebrafish (Danio rerio) adulto

MATERIAL E METODOS
A espécie vegetal C. blanchetianus foi coletada em julho de 2019 no município de Sobral e seus os óleos essenciais foram obtidos por hidrodestilação das partes aéreas do vegetal coletados em diferentes horários 6h (OECB 6h); 12h (OECB 12h) e 17h (OECB 17h) durante o dia. A composição química foi determinada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) e comparação com dados da literatura. 
Os Animais zebrafish adulto (ZFa) com 60 a 90 dias (0,4 ± 0,1 g), selvagens, de   ambos os sexos, foram obtidos de um fornecedor comercial (Fortaleza, CE). Os animais foram mantidos em aquário de vidro (n=5/L), à temperatura de 25 ± 2ºC, em ciclos de claro-escuro por 24 h. Água foi tratada com anticloro. Os bioensaios realizados estão de acordo com os Princípios Éticos de Experimentação Animal e foram aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceará (#7210149/2016). Após os experimentos, os animais foram sacrificados por congelamento, imersos em água gelada (2-4ºC), por 10 min até perda de movimentos operculares. 
[bookmark: _Hlk522432318]No teste da Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto) os animais receberam aplicação das amostras e submetidos ao teste de campo aberto (MAGALHÃES et al., 2017) para avaliar se houve alteração no sistema motor, seja por sedação e/ou relaxamento muscular. Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal, com OECB 6h; OECB 12h e OECB 17h nas doses de 4; 20 e 40 mg/kg; 20 µL; i.p), e grupo com veículo (DMSO 3%). Um grupo de animais (n=6/grupo) sem tratamentos (Naive) foi incluso. Após 30 min dos tratamentos, os animais foram adicionados em placas de Petri (10 x 15 cm), contendo a mesma água do aquário, marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora através da contagem do número de cruzamento de linhas (CL).  Usando o valor de CL do grupo Naive como linha de base (100%), foi calculada a porcentagem de cruzamentos de linha (CL%) individualmente durante 0-5 minutos.
O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao Zebrafish adulto de acordo com a Organização de Cooperação Econômica e Método Padrão de Desenvolvimento (OECD, 1992) para determinar a DL50-96h. A mortalidade foi controlada de 12 em 12 h após o início dos testes. Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal, com as mesmas amostras avaliadas no teste de campo aberto (4;20 e 40mg/kg; 20 µL; i.p), veículo (DMSO 3%). Após 96 h, foi anotado o número de peixes mortos em cada grupo e determinado a dose letal capaz de matar 50 % dos animais (DL50) através do método matemático Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confiança de 95% (ARELLANO-AGUILAR et al., 2015). 
Os resultados foram expressos como valores da média ± erro padrão da média para cada grupo de 6 animais.  Depois de confirmar a normalidade de distribuição e homogeneidade dos dados, as diferenças entre os grupos foram submetidas à análise de variância (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as análises foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 5.01. O nível de significância estatística foi estabelecido em 5% (p <0,05).

RESULTADOS E DISUSSÃO

              A composição química dos óleos essenciais obtidos de C. blanchetianus as 6h (OECB 6h); 12h (OECB 12h) e 17h (OECB 17h) foi determinada por GC-MS. Em geral, os compostos sesquiterpenos foram predominantes às 6 horas da manhã (48,07%) e 17 horas (52,00%). Apenas às 12 horas, monoterpenos (61,35%) eram a maioria. De acordo com o perfil volátil, as maiorias identificadas na colheita às 6 horas da manhã foram o espatulenol (12,85%) e o eucaliptol (11,45%), enquanto às 12 horas o eucaliptol (18,99%) e o α-pineno (10,56%) apresentaram maior percentagem. Embora os sesquiterpenos tenham se destacado às 17 horas, o eucaliptol (14,68%) e o β-felandreno (13,26%) foram os principais componentes (Figura 1). 






















Figura 1. Variação da composição química dos óleos essenciais de C. blanchetianus

             As 3 amostras de óleo essencial (OECB 6h; OECB 12h e OECB 17h) alteraram a locomoção dos animais em todas as doses avaliadas. No entanto, apenas a dose de 4mg/kg do OECB 17h não alterou o comportamento do zebrafish adulto.   Os resultados mostram que as 3 amostras causaram comprometimento motor pois houve redução no número de cruzamento de linha na placa de petri pelos animais, resultado diferente do controle negativo (naive) <0,0001; p<0,01, p<0,001, vs. Naive) (Figura 2)
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Figura 2. Efeito dos dos óleos essenciais obtidos de C. blanchetianus as 6h (OECB 6h); 12h (OECB 12h) e 17h (OECB 17h) sob a atividade locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo Aberto (0-5min). Naive - animais não tratados. DZP – diazepam (40 mg/kg; 20 µL; i.p.).  Veículo – DMSO 3% (20 µL; i.p.). Os valores representam a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey p<0,0001; e 0,1 vs. naive; # # # #p<0,0001; # # p<0,01 vs. Veículo). Os números acima de cada coluna indicam porcentagem de atividade locomotora (%AL).

No teste de toxicidade dos óleos essenciais obtidos de C. blanchetianus as 6h (OECB 6h); 12h (OECB 12h) e 17h (OECB 17h) não foram tóxicas frente zebrafish até 96h de análise conforme mostra Tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos testes de toxicidade aguda dos óleos essenciais de Croton blanchetianus
	
Amostra
	Mortalidade 
	96h
CL50 (mg/kg) / IV

	
	CN
	D1
	D2
	D3
	

	OECB 6h; 
	0
	0
	2
	0
	> 40

	OECB 12h 
	0
	0
	1
	1
	> 40

	 OECB 17h
	0
	0
	2
	2
	> 40


Fonte: Autor; CN- Grupo controle negativo: DMSO 3%. D1 – Dose 1 (4 mg/kg).  D2 – Dose 2 (20 mg/kg). D3 – Dose 3 (40 mg/kg).  CL50-concentração letal para matar 50% dos Zebrafish adulto; IV – intervalo de confiança; 


CONCLUSÃO
Os dados obtidos no presente trabalho revelaram que os óleos essenciais obtidos de C. blanchetianus as 6h (OECB 6h); 12h (OECB 12h) e 17h (OECB 17h)  OECB 6h; alteraram o sistema locomotor do zebrafish. Todas amostras são consideradas seguras, pois não se mostraram tóxicas até 96h de análise frente a zebrafish adulto. 
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6:00 AM	β-Felandrene (1)	Eucaliptol (2)	β-Cariofilene (3)	Bicyclogermacrene (4)	Espatulenol (5)	α-Pinene (6)	9.5500000000000007	11.45	9.91	10.74	12.85	6.17	12:00 PM	β-Felandrene (1)	Eucaliptol (2)	β-Cariofilene (3)	Bicyclogermacrene (4)	Espatulenol (5)	α-Pinene (6)	10.199999999999999	18.989999999999998	7.9	8.59	7.91	10.56	17 pm	β-Felandrene (1)	Eucaliptol (2)	β-Cariofilene (3)	Bicyclogermacrene (4)	Espatulenol (5)	α-Pinene (6)	13.26	14.68	9.42	11.32	12.49	7.07	
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