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AVALIACAO DA TOXICIDADE DO OLEO DA SEMENTE DA Sterculia striata EM
EMBRIOES DE ZEBRAFISH.

O uso de plantas medicinais na medicina popular como tratamento para diversos
tipos de patologias é uma pratica que vem sendo realizada ha centenas de anos. O
Brasil, por apresentar uma rica diversidade vegetal, € um dos paises onde pode-se
observar constantemente o uso de chas, infusées e outras formas de tratamento que
tenha origem vegetal pela populacdo. A Sterculia striata, popularmente conhecida
como “chicha-do-cerrado”, “chicha”, "amendoim-da-mata", "castanha-de-macaco" é
uma planta muito utilizada pela populagéo pelas suas diversas atividades biol6gicas
tais como anti-inflamatéria, anti-cancerigena e imunomoduladora, as quais ja foram
comprovadas cientificamente. No entanto, € necessario verificar a seguranca dessa
planta. Para isso se utilizou o Danio rerio, conhecido popularmente como zebrafish
ou peixe-paulistinha, que é um excelente modelo animal para estudos toxicolégicos.
Isso se deve ao seu desenvolvimento rapido e externo, além da semelhanca
genética e de desenvolvimento embrionario com mamiferos. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi verificar a possivel atividade toxica do 6leo da Sterculia. Para isso,
diferentes concentragfes ( 3.125, 6.25, 12.50, 25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg) do 6leo
desta planta foram testadas frente aos embrides de zebrafish por até 96 horas. As
maiores concentracdes do Oleo de Sterculia striata apresentaram uma significante
mortalidade dos embrides quando comparados com o controle, principalmente nos
estagios iniciais de desenvolvimento, isto pode indicar uma atividade direta na
formacdo de O6rgdos vitais do animal. Embora, ndo tenham sido observadas
malformacBes nos embrides sobreviventes, necessita-se de maiores estudos para

delimitar uma curva de dose segura para o uso deste Gleo.

Palavras-chave: Sterculia striata, chicha--do-cerrado, Danio rerio , toxicidade,

teratogenicidade.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade tem um papel evolutivo muito importante, uma vez que ao
longo da evolucdo humana, nés aprendemos a fazer selecao de plantas nativas ao
redor do mundo a fim de curar doencas e com isso foi dando inicio a exploracao da
flora ao redor do mundo. Os primeiros registros da utilizagdo de plantas medicinais
no mundo foi a 1.500 a.c. por anotacfes egipcias de inUmeras plantas como a
Ginseng (Panax ssp.), hoje em dia utilizada pela industria farmacéutica como
matéria prima de fitoterapicos (FIRMO, 2012)

O Brasil € um pais que possui uma flora muito rica em diversidade genética e
gue ainda é pouco explorado. Além disso, faltam incentivos para pesquisas
cientificas exploratérias dos subprodutos das plantas nativas como as améndoas,
que sao de alto valor nutritivo para a alimentagcdo humana. Em especial as regides
do norte do Brasil como Piaui e Maranhdo possuem espécies ainda pouco
conhecidas e com alto potencial para a exploragcdo das améndoas. Uma améndoa
muito utilizada pela populacdo dessa regido € a Sterculia striata (CARVALHO,
2008).

A familia Sterculinaceae tem cerca de 60 géneros e 700 espécies, mas no
Brasil sdo encontrados por volta de 12 géneros, dentre eles a Sterculia que possui
em torno de 60 espécies que se encontram pelas regides tropicais do planeta como
Asia, Africa e America do sul e central (TARODA, 1980).

A Sterculia striata € uma planta originaria da Malasia e da india e que se
adaptou ao clima de algumas regifes brasileiras como o cerrado. Essa espécie
pertence a familia Sterculinaceae e é conhecida popularmente como chicha-do-
cerrado e chicha. O fruto desta planta € muito consumido pela populacdo por seu
alto valor nutritivo, rico em proteinas e com baixo teor de gorduras e minerais
(POLICARRPI, et al., 2017).

A semente da chicha € conhecida popularmente por castanha-de-macaco e
amendoim-da-mata e é consumida pela populacéo de diversas formas como crua,
cozida e torrada. Estas sementes possuem um rico potencial nutricional, uma vez
gue sdo ricas em macronutrientes como lipidios, carboidratos e proteinas, com
teores 28,6%, 45,8% e 22,5% respectivamente. Além dos macronutrientes, mas

sementes da Sterculia striata é rica em acidos graxos ciclopropendidicos, sendo os



acidos esterculico e e malvalico sdo os mais comumente encontrados nas
sementes(CHAVES, et al., 2004).

Devido a grande utilizacdo popular da Sterculia striata sdo necessarios
estudos toxicolégicos para verificar a seguranca desta planta. Popularmente
conhecido como zebrafish, o Danio rerio € um peixe tropical teleésteo da familia
Cyprinidae que mede de 3 a 4 centimetros e de facil manejo. As fémeas podem
colocar cerca de trezentos ovos por acasalamento, atribuindo alta fecundidade a
espécie, caracteristica que desperta interesse pela utilizacdo do peixe como modelo
experimental. Os ovos ainda sdo de desenvolvimento externo e, assim como as
larvas, transparentes tornando a microscopia simples uma util ferramenta de anélise
(Buske, 2014). Os embrides se desenvolvem em larvas em até 7 dias apds a
fertilizacdo e a maioria dos 6rgados e tecidos (cérebro, olho, coracao, intestino e
ouvido) j4 estdo formados em 5 dias tornando viavel o estudo dos diferentes
estagios do desenvolvimento (Parichy et al., 2009).

Outro grande valor do zebrafish como modelo estd na sua semelhanca
biolégica quando comparado com outros organismos evolucionariamente mais
complexos (Davis et al.,, 2014). O genoma do peixe-zebra ja foi completamente
sequenciado e sabe-se que 70% de seus genes sdao homélogos aos de humanos,
assim como mais de 80% dos genes associados a doencas humanas podem ser
relacionados no modelo (Howe et al., 2013). O modelo zebrafish permite a avaliagao
de diversos aspectos do desenvolvimento da doenca humana uma vez que seus
tecidos podem ser analisados através de imagens em tempo real com o auxilio de
cromoégenos (SINGLEMAN, 2012).

Dessa maneira, esse trabalho teve como objetivo avaliar a potencial atividade

toxica do 6leo da Sterculia striata no desenvolvimento embrionario de zebrafish.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial efeito toxico e teratogénico do 6leo da semente Sterculia
striata em embrides de zebrafish.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a mortalidade dos embrides de zebrafish nos diferentes pontos
temporais de 24, 48, 72 e 96 horas;

e Investigar as possiveis malformacdes causadas pelo 6leo da Sterculia striata
na fase embrionaria deste.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sterculia striata

A Sterculia striata, popularmente conhecida como “chicha”, "amendoim-da-
mata", "castanha-de-macaco" ou “chicha-do-cerrado” (ALMEIDA, et al., 1998). E
uma planta originaria da india e da Malasia e aqui no Brasil e abrange o territério da
Amazonia até o Piaui, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, além de S&o
Paulo e Goias (MOTA, et al., 2014). Se trata de uma arvore que origina um fruto
seco e com uma capsula lenhosa, suas sementes sao oleaginosas e sao a parte
comestivel que possui concentragfes consideraveis de calcio, ferro e zinco e séo
consideradas de alto valor nutritivo pois apresenta um teor de 28,6% de lipidios,
22,5% de proteinas e 45% de carboidratos, macronutrientes essenciais a vida
(MOTA, et al., 2014; CHAVES, et al., 2004). Seu fruto € utilizado tanto para consumo
humano como para alguns tratamentos populares, além de ser uma arvore
ornamental, suas améndoas sdo consumidas pela populacdo cruas, torradas ou
cozidas, mas pode ser usada também como madeira na construcdo de moveis,
caixas, palitos de fésforo (ALMEIDA, et al., 1998). Um problema relacionado ao
consumo direto das sementes sdo seus altos teores de lipidios , pois devem ser
consumidos com moderagcdo, embora a améndoa da chicha quando comparadas
com outras améndoas chega a ter até 48% menos lipidios que a castanha de caju e
149% inferior a castanha-do-brasil, sendo assim possuem um baixo teor calérico do
gue todas as castanhas referidas no trabalho (CARVALHO, 2008). H& estudos que
utilizam o Oleo da castanha para os testes de biodiesel, avaliando suas propriedades
quimicas, as quais estdo na faixa das aceitaveis para ser utilizada como fonte

renovavel, sendo uma alternativa de desenvolvimento econémico na regido semi-



arida, pois a planta comeca a produzir frutos 18 a 24 meses ap0s o plantio e produz
cerca de 40 kg de castanha anuais (MANGAS, 2015).

Figura 1 Fruto maduro da S. striata

A caracterizacao fitoquimica da casca do caule da Sterculia s. por métodos
cromatograficos demonstrou a presenca de flavonoides, alcal6ides, outros
compostos fendlicos e &cidos graxos, demonstrando um perfil quimico bastante
diversificado. Alem disso, foram isolados esterdides como o sitosterol, estigmasterol
e sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, e quatro triterpendides pentaciclicos, o lupeol,
3-B -O-acil lupeol, lupenona e acido betulinico. Nesse estudo foi analisada também a
atividade antioxidante do extrato etandlico dessa planta e foi determinada pela sua
capacidade de sequestrar o radical livre DPPH por espectofotometria UV no
comprimento de onda 516 nm e os resultados apontaram que sua atividade
antioxidante foram inferiores a 50% (COSTA et al.,2010). As folhas da Sterculia s.
sao coriaceas, tipicas do cerrado, com bordas levemente onduladas e seu contorno
foliar é cordiforme de cor verde quando ainda jovens e ao ficarem adultas vao
perdendo a pigmentacao, tornando-se marrons. Sua secc¢ao transversal é obtusa,
tendo a superficie superior do limbo rugosa e desprovida de pélos e a parte inferior &
revestida por pélos (pilosa). No estudo fotoquimico das folhas ndo foram
encontrados a presenca de taninos, grupo de importantes propriedades como
antimicrobianas e antifungicas, ndo foram encontrados heterosideos digitalicos de
onde sdo extraidos os cardioglicosideos, com poderes -cardioativas. Foram
evidenciados uma fraca presenca de Heterosideos flavondides, mas isso pode ser
devido a época da colheita das folhas, uma vez que essa molécula € armazenada
nos tecidos superficiais ndo sendo constante durante o ano. Nao foram encontrados
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presenca de heterosideos saponinicos, assim como também ndo se evidenciou
presenca de heterosideos antraquindnicos, 0s quais sao responsaveis por atividade
laxativa, purgativa e anti-inflamatéria. Detectou-se grande presenca de mucilagem
que apresentam atividade emoliente, porém deve-se resaltar que a presenca desses
metabdlitos podem variar de acordo com a época e variacdo ambiental (MOTA, et
al., 2014).

Tais atividades podem estar relacionadas a producdo de um grande namero
de metabdlitos secundarios pelas plantas da familia Malvacaeae, como triterpenos,
flavonoides, alcaloides e cumarinas. No caso da Sterculia striata, estudos com
extratos de diferentes partes do vegetal mostraram a presenca de lupeol, sitosterol e
stigmasterol como compostos majoritarios, cuja literatura indica potencial atividade
anti-inflamatéria, anti-cancerigena e imunomoduladora (GERLAI, 2000; SALEEM,
2004), tornando-a assim um possivel alvo de estudos para descoberta de novos

medicamentos.

O lupeol é um triterpeno que € encontrado em plantas frutiferas e ervas
medicinais, em que também esta presente como constituinte da Sterculia s., e
possui muitas propriedades benéficas como anti-inflamatéria, antiartritico,
antioxidante, antimutagénico, inibe as prostaglandinas e produz citocinas. No estudo
proposto mostra que essa molécula tem efeitos antitumorais quando testado em
camundongos. A aplicacdo tépica dessa substancia inibiu a inducdo da hiperplasia

na epiderme quando comparado com o controle (SALEEM et al., 2004).

s
H,C=C,

HO

=
CH, CHSH

Figura2 Estrutura Quimica do Lupeol
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Os fotoesteroides sédo substancias encontradas em algumas nas plantas e
tem carater esteroidais, ou seja terpendides tetraciclicos e tem em sua estrutura um
esqueleto carbonico formado pelo anel ciclopentanoperidrofenantrénico.(OLIVEIRA,
2007)

O B-sitosterol séo fitoesterdides que se diferencia do colesterol apenas pela
presenca da calda lateral com dez carbonos e dos outros fitoesterdides pela
presenca de um grupo etila no carbono C-14 e pertence ao grupo dos colestanos.
Com relacdo a suas caracteristicas fisico-quimicas, ele € um sdlido cristalino amorfo
de baixa solubilidade em agua e boa solubilidade em solventes organicos. Possui
uma insaturacdo no C-5, aqual pode ser halogenada ou oxidada quando em contato
com o ar , aumento da temperatura, agdo da luz, radicais livres e podem gerar
radicais como 7-ceto, 7-hidroxicitosterol, 5,6-hidroxi, 5,6-époxi, onde esses
derivados tem propriedades biologicas interessantes. Estudos apontam que o [3-
sitosterol melhora os sintomas e previne a incontinéncia urinaria e com aliado ao
combate da hiperplasia benigna da préstata (SANTOS, 2014). Possui atividade anti-
inflamatdria semelhante a hidrocortisona e a oxifenbutazona, além de ter carater
independente do eixo adrenal hipofisario , antipirética semelhante ao AAs, embora
ndo haja acdo analgésica, mas pode ter um valor terapéutico significativo(GUPTA, et
al., 1980). O 9-sitosterol quando adicionado a dietas de animais com cancer de
colon promovem a reducdo do tumor e a neutralizam os sinais proliferativos
associados a carcinogénese. O f-sitosterol apresentou uma influencia na protecao
do cancer de colén induzido e as alteracbes induzidas por substancias
carcinogénicas foram retardadas quando a populacdo do estudo foi submetida a
guantidades de f3-sitosterol (CALKINS, et al., 1984).

_CHs

-

-

H4C -~
3 \\/_/ \\//"\//.CH3
|

- N H5C
CHy ‘ /\ w
//ﬁ\xx'/ /'/J —

/\_/gt\\:\/J SITOSTEROL
HO

Figura 3 Estrutura Quimica do Sitosterol
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O estigmasterol também é um fitoesterdide que tem como principal funcao
farmacoldgica é a hipocolesterolémica, mas também antimutagénica, antioxidante,
anti-inflamatoéria. Sua estrutura é similar a outros esteroides com quatro anéis e o
ciclopentanoperidrofenantrénico ligada ao C-17 e possui uma insaturacdo adicional
no C-22. Sé&o cristais amorfos, insoluveis a agua e sollveis em solventes organicos
(SANTOS, 2014). Em uma estudo feito na Gleditsia sinensis, Lim e colaboradores
(2005) dentre os constituintes dessa planta, o estigmasterol foi o que mais
apresentou atividade antimutagénica, havendo uma reducédo no fator de inducéo
contra mutagenes, embora ainda é necessario estudo in vivo para o uso do
estigmasterol para esse fim. Além disso, tem eficacia na regulagdo de horménios na
tireoide (T3 e T4), com potencial hipoglicemiante, pois estimula a insulina e reduz o
estresse oxidado pela inibicdo da atividade das enzimas responsaveis por essa acao

(CALKINS, et al., 1984).

Estigmasterol

(A% 4-desmetilesterol)
HO

Figura4 Estrutura Quimica do Stigmasterol

Porém, novas moléculas de origem natural possam um dia chegar ao
mercado farmacéutico, é necessario primeiro uma avaliagdo de sua possivel
atividade toxica. O zebrafish tornou-se um modelo vertebrado de destaque em
estudos toxicologicos. (GARCIA et al., 2016; MACRAE, 2015).

3.2 Oleo da Sterculia striata
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A semente da Sterculia striata € a parte que € consumida pela populagéao e
em sua constituicdo possui acidos graxos ciclopropendidicos, como o0 &cido
esterculico e o 4cido malvalico. A porcentagem de material insaponificavel do éleo
(1,5%) comparavel com outros 6leos como por exemplo o da castanha de caju, além
do seu indice de refracdo ( n 1,465), saponificacdo (175 mg KOH.g-t) e iodo (66,39
iodo/100g) do Oleo dessa noz de chicha esta proximo a faixa do azeite de oliva. Seu
indice de acidez foi de (0,81 mg KOH.g-1) e em sua andalise em CCDC da fracédo
insaponificavel do oOleo foram identificados triterpenoides como @ 24-
Metilenocicloartanol, Sitosterol e Stigmasterol (CHAVES, et al., 2004).

O oleo da semente € rico em acidos graxos contendo ciclopropenos os quais
possuem efeitos carcinogénicos no homem quando ingeridos (MANGAS, 2015). O
acido esterculico é um inibidor da A-dessaturase, a qual € responsavel pela
conversédo do acido estearico em acido oleico, e isso 0 torna nocivo ao ser humano,
pois este componente pode influenciar na permeabilidade das membranas e inibir a
reproducdo(CHAVES, et al., 2004).

CHs(CHy)r (CH,).COH

n=6: Malvalic acid
n=7:Sterculic acid

Figura5 Acido malvalico e acido esteculico

Em um estudo que se analisou através de diferentes metodologias o
comportamento térmico do 6leo da semente da Sterculia striata e o resultado foi que
este é estavel a uma temperatura de até 150° C, acima disso ha uma ruptura do anel
ciclopropeno, com formacéo de varios produtos, sendo o principal deles contém um
anel de seis membros e uma ligagdo dupla em uma cadeia terminal (MANGAS,
2015).
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H 4.8 ppm

Figura 6 Principal produto formada apds a decomposicédo do anel ciclopropeno

A analise dos antinutrientes do 6leo extraido da chich4, foram encontrados
altos teores de fitatos (10,6 mg/g) quando comparados com Oleos de outras
castanhas. O principal acido graxo saturado encontrado foi o &cido palmitico,
embora em menor propor¢cao do que no 6leo de dedé (36,8%), e o principal acido
graxo insaturado € o 4cido oléico na améndoa torrada, sendo assim uma boa fonte
de monoinsaturados (SILVA, 2011).

3.3 Toxicidade em Zebrafish

7

A toxicologia é responsavel pelo estudo da interacdo do organismo vivo
guando entram em contato com as substancias quimicas, podendo ter efeitos
toxicos leves ou permanentes. Os testes de toxicidade sdo de extrema importancia
para o registro e a autorizacao de produtos quimicos, fitofarmacéuticos, veterinarios
e aditivos alimentares (BRAUNBECK, et al., 2015).

7

O teste de toxicidade em embrides em Danio rerio € uma alternativa a ser
utilizada, ja que ndo é necessario utilizar os peixes na fase adulta nos testes, isso
implica em ndo serem caracterizados na Diretriz Europeia 2010/63 relacionada a
protecdo dos animais que sdo cobaias dos testes cientificos (BRAUNBECK, et al.,
2015).

O Danio rerio é popularmente conhecido como zebrafish, teledsteo da familia

Cyprinidae. Este peixe tropical mede de 3 a 4 centimetros e € de facil manejo. As
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fémeas podem colocar cerca de trezentos ovos por acasalamento, atribuindo alta
fecundidade a espécie, caracteristica que desperta interesse pela utilizacdo do peixe
como modelo experimental. Os ovos ainda sdo de desenvolvimento externo e, assim
como as larvas, sdo transparentes o que torna a microscopia simples uma util
ferramenta de analise (BUSKE, 2016). Os embrides se desenvolvem em larvas em
até sete dias apods a fertilizacdo e a maioria dos 6rgaos e tecidos (cérebro, olho,
intestino, coracdo, intestino e ouvido) ja estdo formados em cinco dias tornando

viavel o estudo dos diferentes estagios do desenvolvimento (PARICHY et al., 2009).

Outro grande valor do zebrafish como modelo esta na sua semelhanca
biolégica quando comparado com outros organismos evolucionariamente mais
complexos. O genoma do peixe-zebra ja foi completamente sequenciado e sabe-se
gue 70% de seus genes sao homélogos aos de humanos, assim como mais de 80%
dos genes associados a doencas humanas podem ser relacionados no modelo
(HOWE et al., 2013). Este modelo permite a avaliagcdo de diversos aspectos do
desenvolvimento da doenca humana uma vez que seus tecidos podem ser
analisados através de imagens em tempo real com o auxilio de cromogenos
(SINGLEMAN, 2012).

Os modelos e suas vantagens

Taxa de reproducao elevada, baixo custo de manutenc¢do e desenvolvimento do embrido
fora do corpo materno sdo alguns dos atrativos do zebrafish

™ e @

DROSOFILA ZEBRAFISH CAMUNDONGO Comparagio com o ser humano
FECUNDACAO Interna Externa Interna @
eSS NN Externo Externo Interno
DO EMBRIAO
EMBRIAO N&o transparente transparente Nao transparente = 85%
PRODUGAO DE , A =
FILHOTES 100 ovos/dia 100 ovos/dia 10 filhotes/ 2 meses é E 60%
3
TEMPO ATE A IDADE . g . &=
REPRODUTIVA 20 dias 60 a 90 dias 85 dias § E
]
MANUTENCAQ <=
DIARIA R$ 0,60 R$ 8,00 ES
D —
Invertebrado, Vertebrado, Vertebrado, e > .
PLANOCORPORAL ¢ taseasas  sem patas 4 patas 100 milhdes 500 milhdes 900 milhGes
de anos de anos de anos
FONTE JOSE XAVIER NETO / LNBIO, MONICA RYFF VIANNA | PUC.RS E DENIS ROSEMBERG | UNCHAPECO Tempo de separacdo evolutiva

Figura 7 Comparacgéo de vantagens entre modelos animais para uso de andlise de toxicidade.
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Assim, o zebrafish compreende um excelente modelo para a avaliagcdo da
toxicidade de compostos e a biosseguranca de possiveis novos produtos
farmacéuticos. A toxicologia do zebrafish é muito menos dispendiosa e pode ser
realizada rapidamente em grandes numeros de compostos em paralelo. Uma das
vantagens do uso deste peixe é que os produtos quimicos ou as drogas novas sao
facilmente apresentados via adicdo a agua, analoga a adicdo de produtos ao meio
de cultura de células, e normalmente requer apenas um volume total de 100 pL
durante o desenvolvimento, sendo assim necessario muito pouco composto de teste
quando comparado aos estudos de dosagem em mamiferos (LIU et al., 2013).
Dessa maneira, neste projeto iremos examinar a possivel atividade toxica do 6leo

bruto de Sterculia striata no desenvolvimento de embrides de zebrafish.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados peixes zebrafish machos e fémeas com mais de 18 meses
de idade de zebrafish (linhagem wild-type AB — Zebrafish International Resource
Center, Eugene, OR) mantidos em aquarios sob condi¢cdes basicas de laboratorio
em ciclo de 14 horas no claro e 10 horas no escuro a 28° C em agua com pH e
salinidade controladas. Os ovos nao fertilizados ou irregulares foram descartados e
os viaveis foram transferidos para placas de 24 pocos com até 2 horas pos-
fertilizagdo. Os embrides foram classificados de acordo com Kimmel et al (1995).
Apébs os experimentos, os embrides foram submetidos a eutanasia com tricaina 4%
(SIGMA) diluida em meio E2 por 10 a 20 minutos.

4.2 Ensaio de toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados de acordo com as diretrizes da
OECD N © 236: Fish Embrio Acute Toxicity (FET) Test. Os experimentos foram
conduzidos em placas de 24 pocos (Costar® 24Well Cell Culture Cluster, Corning
Incorporated, NY, USA) com cinco embrides (estagio de 4 a 32 células) por
tratamento/concentracao a 28° C. O 6leo da semente da Sterculia striata foi diluido
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em solucdo de DMSO 0,05% / meio E2. Os embrides foram expostos a diferentes
concentracfes (3.125, 6.25, 12.50, 25, 50, 100, 200 e 400mg/kg) obtidas baseando-
se nas utilizadas em tratamento in vivo e todos os ensaios foram realizados em
triplicata. Apés tratamento, os embrides foram monitorados utilizando-se lupa LEICA
M205C em diferentes pontos temporais (24, 48, 72 e 96 horas poés-fertilizacdo) e
observados para mortalidade (coagulacdo embrionaria) e malformacbes
morfolégicas (edema de saco vitelinico, curvatura do corpo, olho, cabeca, edema de
pericardio, ponta da cauda, circulacdo, pigmentacao e bexiga natatoria).

4.3 Analise Estatistica

Os dados estatisticos foram processados no software GraphPad Prism (GraphPad 7
Software, La Jolla, CA, USA) por two-way ANOVA seguido do pés teste de Dunnett
para calcular as diferencas estatisticas na sobrevivéncia dos diferentes grupos
experimentais. As barras de erro mostradas indicam SEM e os asteriscos indicam
significancia: * p<0,05, **p<0,01 e **** p<0,0001. Quando p>0,05 o resultado foi

considerado néao significativo (n.s.).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a possivel toxicidade da exposicdo de embrides do zebrafish ao
O0leo da semente da Sterculia striata em diferentes concentracdes (3.125, 6.25,
12.50, 25, 50, 100, 200 e 400mg/kg), a mortalidade e a malformacdo foram

avaliadas durante um periodo de observacgao continua.

Como observado na Figura 6, os embribes expostos as maiores
concentracdes do 6leo da Sterculia striata apresentaram um significativo aumento na
mortalidade a partir da concentracdo de 100 mg/kg quando comparado aos
embribes mantidos em meio E2, como controle negativo, e aqueles expostos a
solucdo de DMSO 0,05%, usada para diluir as substéancias nas diferentes

concentracoes.

Apesar do notavel aumento na taxa de mortalidade, ndo foram observadas
malformagdes tais como edema do saco vitelino, eixo do corpo dobrado, olho,
focinho, mandibula, edema pericardico do otdlito, cérebro, somito, nadadeira caudal,
nadadeira peitoral, circulacdo, pigmentacdo, comprimento do tronco e bexiga
natatoria recorrentes nos embrides e larvas expostos ao 6leo da Sterculia striata.
Todas as concentracdes demonstraram um periodo de eclosdo normal de embrides
de 48 h a 72 horas (Figura 7).

Os resultados do ensaio de toxicidade em embrides de zebrafish corroboram
com outros estudos de toxicidade realizados com extratos em altas concentracdes
de outras plantas do género Sterculia como a sementes da Sterculia guttata, em
gue o extrato etandlico exibiram 100% de letalidade em um periodo de 24 horas de
exposicao a uma concentracdo de 500 ppm. Consequentemente, seu uso tem sido
utilizados para possiveis tratamentos farmacologicos como para 0 uSO COmo
larvicidas e controle ambiental de mosquitos e outras pragas (KATADE et al., 2006;
MOGBOJURI et al., 2016).
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Figura 8. Mortalidade dos embrides de zebrafish expostos a solu¢cbes do 6leo DA Sterculia
striata. Os embriBes foram expostos ao meio E2 (controle negativo), DMSO 0,05% (utilizado como
diluente) e ao 6leo em diferentes concentracdes de 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 e 400mg/kg. A
significancia foi considerada como * p<0,05, **p<0,01 e **** p<0,0001 quando comparados ao grupo
controle.
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Figura 9. Avaliacdo das possiveis malformag¢8es congénitas das larvas expostas ao 6leo bruto
de Sterculia striata. As larvas sobreviventes apresentaram desenvolvimento embrionario normal tanto
as maiores concentragbes (C, larva exposta a concentracdo de 400mg/kg) quando nas menores
concentracdes (D, larva exposta a concentracdo de 3.125mg/kg), quando comparadas ao grupo
controle (A, expostas ao meio E2) e DMSO (B, expostas a solugdo de DMSO 0,05%).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que as maiores
concentragfes do 6leo da semente da Sterculia striata apresentaram toxicidade
frente aos embrides de zebrafish quando comparado aos embribes mantidos no
controle negativo. No entanto, ndo foram observadas malformacdes nos embrides e

larvas expostos a essa substancia.

Com base nesses resultados, conclui-se que o 6leo da semente da Sterculia
striata apesar de ser muito utilizado popularmente, ainda apresenta escassos
estudos sobre a composicdo de seu 0Oleo e sobre a seguranca de seu uso. Devido a
isso, sdo necessarios maiores estudos sobre a toxicidade desta planta para

promover uma maior seguranga no seu uso.
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