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RESUMO

A Cymbopogon citratus DC. Stapf (Poaceae), é popularmente conhecida como capim-
limdo e varios atributos dessa planta ja foram relatados. No entanto, 0 uso de seu 6leo
essencial (OE) em embriGes e larvas de zebrafish (Danio rerio) ainda é limitado. Os
objetivos do presente estudo foram avaliar o potencial toxico, anti-inflamatorio, através
da regeneracdo da nadadeira caudal, recrutamento de neutréfilos e avaliacdo do efeito
protetor do OE da C. citratus contra o estresse oxidativo, apoptose e espécies reativas de
oxigénio induzido por peroxido de hidrogénio (H202) no zebrafish. As concentracdes
analisadas para os ensaios de embriotoxicidade foram 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78
e 0,39 ug/mL, diluidas em dimetil sulféoxido (DMSO) a 0,5%. Vinte embrides foram
submetidos aos seus tratamentos em placas de 96 pocos e analisados até 120 horas pos-
fertilizacdo (hpf). Um pool de quarenta larvas por tratamento expostas por até 96 hpf
foram utilizadas para as analises das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa s-transferase (GST). Para a identificacdo de células
apoptoticas, foram utilizadas 20 larvas de 72 hpf, que foram coradas com laranja de
acridina (AO) por 20 minutos. Para os demais testes, foram testadas cinco concentragdes
(6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 pg/mL) e seus efeitos foram analisados na migracdo de
neutrofilos, regeneracdo da nadadeira caudal, atividade das enzimas, apoptose e na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), em embribes e larvas de zebrafish
expostos ao H>O». O OE apresentou toxicidade nas concentragdes de 50 e 25 pg/mL a 24
e 72 hpf, respectivamente. A concentrag¢do de 12,5 pg/mL causou mortalidade de 70%. A
concentragdo de 6,25 pg/mL causou efeitos teratogénicos. Em comparacdo com o
controle, a atividade de SOD apresentou uma reducdo significativa em concentracdes
superiores a 0,78 pg/mL, e concentracdes superiores a 1,56 pug/mL resultaram em uma
reducdo significativa na atividade de CAT. Houve uma reducdo significativa na migracao
de neutrdfilos em todos os tratamentos com OE, quando comparados com 0s do grupo
controle. As maiores concentracdes de OE (3,12 e 6,25 pg/ml) apresentaram uma reducéo
significativa do processo de regeneragdo da nadadeira caudal. Além disso, foi observada
uma reducdo significativa da atividade da SOD em todas as concentracdes do OE. A
atividade da CAT foi significativamente menor no grupo 3,12 pg/ml. Por outro lado, a
atividade da GST aumentou significativamente nos grupos 0,78 e 1,56ug/ml, quando
comparados ao grupo controle. Nado houve diferenca significativa na producéo de ROS.
Uma reducdo da apoptose celular foi observada em todas as concentrac@es do OE, quando
comparadas com o controle H20.. Os resultados dos estudos indicam que o OE da C.
citratus nas maiores concentracdes causou efeitos toxicos e teratogénicos em embrides e
larvas de peixe-zebra. Porém, em menor concentracdao, o0 OE ndo apresentou toxicidade.
Além disso, OE possui potencial para efeito anti-inflamatério e protecdo contra formacao
de radicais livres.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Capim-lim&o. Toxicidade. Regeneragdo. Radicais
Livres.
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ABSTRACT

Cymbopogon citratus DC. Stapf (Poaceae), is popularly known as lemongrass and several
attributes of this plant have been reported. However, the use of its essential oil (EO) in
zebrafish (Danio rerio) embryos and larvae is still limited. The objectives of the present
study were to evaluate the toxic potential, anti-inflammatory, through caudal fin
regeneration, neutrophil recruitment and evaluation of the protective effect of C. citratus
EO against oxidative stress, apoptosis and hydrogen peroxide (H.O2)-induced reactive
oxygen species in zebrafish. The concentrations analyzed for embryotoxicity assays were
50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78 and 0.39 pg/mL, diluted in 0.5% dimethyl sulfoxide
(DMSO). Twenty embryos were subjected to their treatment in 96-well plates and
analyzed up to 120 hours post-fertilization (hpf). A pool of forty larvae per treatment
exposed for up to 96 hpf were used for the analyses of the antioxidant enzymes,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione s-transferase (GST). For
the identification of apoptotic cells, 20 72 hpf larvae were used and stained with acridine
orange (AO) for 20 minutes. For the other tests, five concentrations (6.25; 3.12; 1.56;
0.78; 0.39 pg/mL) were tested and their effects were analyzed on neutrophil migration,
caudal fin regeneration, enzyme activity, apoptosis, and the production of reactive oxygen
species (ROS), in zebrafish embryos and larvae exposed to H2O». The EO showed toxicity
at concentrations of 50 and 25 pg/mL at 24 and 72 hpf, respectively. The concentration
of 12.5 pg/mL caused 70% mortality. The concentration of 6.25 pg/mL caused
teratogenic effects. Compared to control, SOD activity showed a significant reduction at
concentrations higher than 0.78 pg/mL, and concentrations higher than 1.56 pg/mL
resulted in a significant reduction in CAT activity. There was a significant reduction in
neutrophil migration in all EO treatments when compared to the control group. The
highest concentrations of EO (3.12 and 6.25 pg/mL) showed a significant reduction in
the process of caudal fin regeneration. In addition, a significant reduction of SOD activity
was observed in all concentrations of the EO. CAT activity was significantly lower in the
3.12 pg/ml group. On the other hand, GST activity was significantly increased in the 0.78
and 1.56pg/ml groups when compared to the control group. There was no significant
difference in ROS production. A reduction in cell apoptosis was observed in all
concentrations of OE when compared to the H2O> control. The results of the studies
indicate that the EO of C. citratus at the highest concentrations caused toxic and
teratogenic effects in zebra fish embryos and larvae. However, at lower concentration,
OE showed no toxicity. In addition, EO has potential for anti-inflammatory effect and
protection against free radical formation.

Key-words: Medicinal Plants. Lemongrass. Toxicity. Regeneration. Free radicals.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a utilizacdo de dleos essenciais (OE) de plantas vem antes
mesmo da era cristd. As citacOes historicas sobre a obtencdo e utilizacdo desses 6leos
estdo ligadas, aos paises orientais, se destacando o Egito, Pérsia, Japdo, China e india
(VITTI; BRITO, 2003).

Os OE sao metabolitos secundéarios produzidos por plantas aromaticas, misturas
volateis, naturais, geralmente odoriferas e liquidas. Além disso, sdo conhecidos como
oOleos volateis ou esséncias (PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU,
2006; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

A necessidade por produtos obtidos diretamente das plantas tem crescido muito
atualmente no mercado (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; LIMA et al., 2020).
Algumas substancias presentes nos 0leos essenciais possuem alto valor comercial, podem
ser isoladas do oOleo ou mesmo sintetizadas em laboratério, o ‘“capim-limao”
(Cymbopogon citratus) é um exemplo (TRANCOSO, 2013).

O OE da C. citratus possui grande importancia industrial e sdo empregados nas
industrias de perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica (CRAVEIRO; DE
QUEIROZ, 1993; IAC, 2007; LORENZI; MATTOS, 2002; NASCIMENTO et al., 2003;
PRINS et al., 2008; SERRA; FUGANTI; BRENNA, 2005). Devido a grande utilizacao
popular do “capim-limdo” é necessario pesquisas para analisar a seguranca terapéutica
desta planta (COSTA et al., 2005).

O Danio rerio, conhecido popularmente como zebrafish € um modelo animal
estabelecido em diversas areas de pesquisas, desde biologia do desenvolvimento, doencas
metabdlicas, genética humana, patologia humana, comportamento, toxicologia e
neurociéncia (BROUGHTON et al., 2001; DOOLEY; ZON, 2000; LEVIN; CHEN, 2004;
RICO, 2007; SERRA et al., 1999; ZANG; MADDISON; CHEN, 2018). Devido a estas
caracteristicas, o zebrafish tornou-se um excelente para pesquisas in vivo (CRAWFORD
et al., 2008). Desse modo, possibilita novos estudos para descobertas de novas
propriedades, moléculas e pesquisas que possam desvendar os efeitos e beneficios do OE
da C. citratus em humano. Além disso, diversos compostos e medicamentos que sdo

oriundos de plantas medicinais e que sao utilizados pelos seres humanos, foram testados
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primordialmente no zebrafish, devido a possiveis efeitos toxicos ou teratogénico (DOS
SANTOS et al., 2016).
Portanto, esse trabalho tem como objetivo avaliar o potencial toxico e possiveis

efeitos benéficos do OE da C. citratus em embrides e larvas de zebrafish.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historia e importancia econdmica dos 6leos essenciais

A historia dos OE comegou no Oriente, especificamente no Egito, Pérsia e india.
Documentos historicos mostram que 0s egipcios usavam 6leos aromaticos desde 4500 a.
C, porém o conhecimento sobre como os primeiros 6leos foram preparados e para quais
objetivos, sdo escassos e extremamente vagos (ANDREI; PERES; COMUNE, 2005.). Ha
evidéncias que somente depois de algum tempo do uso dos primeiros 6leos que os arabes
desenvolveram a técnica de destilacdo a partir do alcool etilico (GUENTHER;
ALTHAUSEN, 1948).

A medida que o conhecimento quimico se expandiu, no final do século XIX e
inicio do século XX, alavancou a producdo de OE. O aprimoramento do conhecimento
de OE levou a uma forte expansdo na producédo, e o uso de Gleos volateis na medicina
tornou-se subordinado aos usos em alimentos, bebidas e perfumes (CORAZZA, 2002).

Os OE séo 0 446° produto mais negociado do mundo e o 1018° produto mais
complexo, de acordo com o indice de Complexidade do Produto (PCI) (SIMOES et al.,
2017). Os principais exportadores de OE sdo Estados Unidos (US $ 697 milhdes), india
(US $ 665 milhdes), China (US $ 522 milhGes), Franca (US $ 466 milhdes) e Brasil (US
$ 409 milhdes). Os principais importadores sdo Estados Unidos (US $ 1,27 bilh&o),
Franga (US $ 444 milhdes), Alemanha (US $ 353 milhdes), Reino Unido (US $ 341
milhGes) e india (US $ 258 milhdes) (SIMOES et al., 2017)

Na ultima década, o Brasil tornou-se um dos destaques na producdo de OE, ao
lado da India, China e Indonésia, que s&o considerados os grandes produtores mundiais
(SILVEIRA et al., 2012). A industrializagdo significativa de OE naturais no Brasil teve
inicio a partir do século XX, baseado no extrativismo de esséncias nativas, principalmente
do Pau-Rosa. Apds a crise na produgdo de OE nos paises ocidentais a partir de 1940, em
virtude da Il Guerra Mundial, a producdo de OE no Brasil passou a ser feita de forma

mais organizada, com a introducao de outras culturas para obtencéo de 6leos de laranja,
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eucalipto, capim-liméo, e outros, voltada, basicamente, para o mercado externo (SILVA
etal., 2018).

Nas décadas seguintes, contudo, empresas internacionais produtoras de perfumes,
cosméticos, produtos farmacéuticos e alimentares passaram a se instalar no pais,
contribuindo para a solidificacdo e desenvolvimento do nosso mercado interno
(SEBRAE, 2020). Dados divulgados pelo IBGE/SIDRA (2020), demonstra que os OE
de laranja representam a maior parte do valor monetario de producdo no Brasil
contribuindo com 90,43% do valor no mercado nacional no periodo de 2014 a 2017

quando comparados aos OE de liméo e outros citricos.

2.2 Definicao e caracteristica dos 6leos essenciais

Os OE sdo misturas complexas volateis, naturais, odoriferas e liquidas. Sao
substancias soltveis em solventes apolares e possuem solubilidade limitada em dgua, mas
suficiente para aromatizar solugdes aquosas, que evaporam rapidamente a temperatura
ambiente, por isso, sdo chamados de esséncias, Oleos volateis ou etéreos (AMORIM;
FROTA, 2019). Os OE sdo metabdlitos secundarios (Figura 1) produzidos por plantas
aromaticas que ficam armazenados em estruturas especializadas, como tricomas, pelos
glandulares, células modificadas do parénquima, canais ou bolsas secretoras
(PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Esses liquidos aromaticos podem ser obtidos através das flores,
brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e raizes
(PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006). A finalidade desses
Oleos é a protecdo das plantas contra bactérias, virus, fungos, herbivoria e atracdo de
alguns insetos favorecendo a dispersdo de pélens e sementes (BAKKALI et al., 2008).

A estrutura quimica dos OE é composta basicamente por carbono, oxigénio e
hidrogénio, possui uma classificagdo quimica complexa, visto que sdo formados por uma
mistura de diversas moléculas organicas, como hidrocarbonetos terpénicos, alcodis,
éteres, ésteres, aldeidos, cetonas, fenois, entre outras (MIRANDA, 2010). Os OE
apresentam-se em misturas de diferentes concentragdes de constituintes quimicos, tendo,
normalmente, um ou dois compostos majoritarios, como 0s terpenoides e
fenilpropanoides (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Contudo, a composi¢cdo dos OE é

determinada geneticamente, podendo variar de acordo com a origem botanica,
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quimiotipo, ciclo vegetativo, fatores da natureza e método de obtencdo (SIMOES et al.,
2007).

Figura 1. Rota biossintética dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: Santos, 2003.

2.3 Métodos de obtencéo

Diferentes estudos ja relataram que os diferentes métodos de extracdo utilizados
para obtencéo dos OE interferem na sua composi¢do (CHARLES; SIMON, 1990) sendo
demonstrado no trabalho de Costa et al. (2005) que até o tamanho do fragmento do vegetal
utilizado também influencia no rendimento do mesmao, por causa da superficie de contato.

Diante do exposto, foi visto que ha diferentes maneiras de extracdo do 6leo da C.
citratus. Foi observado na literatura duas formas de extracdo da C. citratus, um método
usando o micro-ondas sem solvente e outra atraves da hidrodestilacdo no aparelho de
Clevenger. Em ambas as técnicas, houve predominéncia de monoterpenos. Os compostos
oxigenados principais encontrados foram linalol, citral, citronelol, trifluoroacetil-

lavandulol, acido geranico, pinacol, geraniol, 2,3-epoOxi-geranilacetato, geranil butanoato
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e fitol (AJAIY et al., 2016; LUCCHESI et al., 2004). Em outro estudo usando apenas o
método de hidrodestilacdo no aparelho Clevenger, obteve-se um rendimento de 0,6%
(v/p), sendo que os principais componentes encontrados foram geranial (42,2%), neral
(31,5%) e B-mirceno (7,5%). Foram encontrados em menor quantidade o acetato de
geranil (4,3%) e o isopulegol (1,4%). O citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal), isbmero cis
geranial e no isdbmero trans neral, estavam presentes no 6leo cerca de 73,3%. Encontrou-
se alto teor de monoterpenos oxigenados e baixas quantidades de hidrocarbonetos
monoterpenos (9,54%), hidrocarbonetos sesquiterpenos (0,79%) e sesquiterpenos
oxigenados (0,33%) (BOUKHATEM et al., 2014). No experimento de Leal et al. (2015)
o0 objetivo foi testar diferentes tempos de extracdo com a técnica de arraste a vapor. Nos
8 minutos iniciais o rendimento foi de 0,320ml 100g 2, dobrou-se o valor nos 4 minutos
seguintes 0,655ml 100g! e aumentou lentamente o volume até os 20 minutos com o
rendimento de 0,767ml 100g~!, depois dos 20 minutos nio houve incremento no
rendimento do 6leo. No estudo Koketsu e Gongalvez (1991), a técnica de arraste a vapor
obteve rendimento de 0,25% a 0,35 %. Em outro experimento realizado no Instituto de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais, utilizou também a extracao
através da técnica de arraste a vapor e diluidos com Tween 80 na concentracdo 1% (v/v)
facilitando a imersdo na agua com o “alecrim-pimenta” ¢ do “capim-limao” obtendo
também o mesmo rendimento (MAGALHAES et al., 2013). No Laboratério de
Operacgdes Unitarias (LOPE), os 6leos essenciais da citronela (Cymbopogon winterianus
J.), que € do mesmo género da C. citratus e do alecrim (Rosmarinus officinalis L), foram
obtidos através da extracdo no destilador por arraste a vapor, obtiveram rendimento de
0,833% e 0,462% respectivamente. Os compostos majoritarios encontrados na citronela
foi citronelol (42,01%), B- citronelol (19,93%) e geraniol (13,89%) e 0s compostos
minoritarios, acetato de geraniol (2,75%), B- elemeno (1,16%), a-amorfeno + germacreno
D (2,67%), &-cadineno (1,90%) e elemol (1,18%). Compostos do oOleo alecrim
majoritarios o — Pineno (39,72%), terpineno (21,43%) e verbenona (10,49%) e os
compostos minoritarios, canfora (2,46%), borneol (2,50%), terpinen-4-ol (0,87%), -
terpineol (1,36%), geraniol (1,58%), acetato de bornila (0,72%) e (E)-cariofileno (2,00%)
(STEFFENS et al., 2010).

2.4 Capim liméo (Cymbopogon citratus)

24.1 Origem e aspectos botanicos
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O nome Cymbopogon ¢ derivado do grego “kymbe” (barco) e “pogon” (barba)
que refere a inflorescéncia, do tipo espigueta e citratus deriva do latim e refere-se ao
“aroma de limao”, especifico dessa espécie (SHAH et al., 2011). A sua descoberta foi em
1695, por James Petiver no seu proprio museu, como “Gramen citratum
fragrantissimim”. Em 1786, foi publicado na 3° edi¢do do catalogo de plantas (Hortus
cantabricensis), ganhando a expressdo “lemongrass”, que significava popularmente
“capim-limdo” (STAPF,1906). Foi inicialmente descrita como Andropogon citratus por
De Candolle e reclassificada por Otto Stapf em 1906. Apresenta diversos sindbnimos,
Andropogon ceriferus Hack, Andropogon citratus DC, Andropogon citratus DC ex Nees,
Andropogon citriodorum Hort x Desf, Andropogon nardus subesp. ceriferus (Hack)
Hack, Andropodon roxburghii Nees ex Steud, Andropogon schoenanthus L. e C. nardus
subvar (CATALOGUE, 2003).

C. citratus pertence a familia Poaceae originaria do sudeste Asiatico e tém ampla
distribuicio em diversos paises como, Guatemala, india Meridional, China, Filipinas, Sri
Lanka e Brasil, visto que s3o muito resistentes as variacdes de solo e clima. E conhecida
popularmente como “capim-limao”, “capim santo”, “capim-catinga”, “capim-de-cheiro”,
“capim-cidrao”, “capim-cidrilho”, “capim-cidr6” e “capim-ciri” (GOMES; NEGRELLE,
2003; MARTINAZZO et al., 2007; SANTOS et al., 2009).

A C. citratus é uma erva perene, cespitosa, herbacea, estolonifera, forma touceiras
de até 1 metro de altura e possui rizomas semi-subterraneos. Possui caules simples ou
ramificados, eretos e lisos. Apresentam folhas longas com até 1,5 metros de comprimento,
com odor aromatico agradavel, caracteristico de liméo e possui sabor aromatico ardente.
Suas folhas também apresentam coloracdo verde-palida, sdo asperas nas duas faces
devido ao fato de serem recobertas por uma fina camada de cera, cortantes, amplexicaule,
lanceolada, moles, nervura grossa e canaliculada. O florescimento € raro e as flores séo
estéreis (Figura 2) (BARROSO et al., 2009; GOMES; NEGRELLE, 2003).
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Figura 2. Cymbopogon citratus

Fonte: Do autor

A espécie produz OE que ¢ conhecido internacionalmente como “lemongrass” €
¢ comercializado visto que, é utilizado em inddstrias alimenticias, fragrancias,
cosméticos, sabonetes, detergentes e perfumarias, devido ao seu aroma tipico de liméo e
além da obtencdo do seu principal componente citral (GANJEWALA; GUPTA, 2013;
MARTINAZZO et al., 2007). O citral, ¢ a mistura de dois isomeros, geranial (a-cCitral) e
neral (B-citral) (Figura 3), acompanhado em menor quantidade pelo mirceno. O mesmo
possui acdo calmante e espasmolitica comprovada e 0 mirceno apresenta atividade
analgesica (MATOS, 2000, p. 344).

Figura 3. Estruturas moleculares dos estereoisdmeros do citral (geranial e neral).

CHy

CHO
=3

CH,

CHy” CH,

Geranial (trans) Neral (cis)
Fonte: gnint.sbq.org.br.



Tabela 1- Beneficios do extrato e OE de C. citratus.
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EFEITO

FORMA DE
OBTENGAO

POSSIVEL APLICACAO

REFERENCIA

Modelo Animal

Antioxidante

Antifangico, anti-
helmintico e
antibactericida

Anticonvulsivo

Antinociceptivo

Anti-inflamatorio

Gastroprotetor e
cicatrizante gastrico

Hipoglicemiante e
hipolipemiantes

Extrato e 6leo essencial

Oleo essencial

Extrato e 6leo essencial

Oleo essencial

Extrato e 6leo essencial

Oleo essencial

Oleo essencial

Combate os radicais livres

Propriedade contra bactérias, helmintos e fungos
gram-positivo e gram-negativa.

Potencial de modificar o caminho dos episddios
convulsivos, interferindo nas crises e/ou impedindo
o desenvolvimento das crises

Anula ou reduz a percepcao e transmissao de
estimulos que causam dor

Impedir ou amenizar uma reagdo de inflamacao

Cicatrizacdo gastrica

Diminui os niveis de glicose no sangue, niveis de
triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade
(LDL), colesterol total (CT) e aumento do nivel de
HDL

OLIVEIRA et al. (2019),
VALDEZ et al. (2020), UCHIDA
etal. (2017), YUNG et al. (2019)

ALMEIDA et al. (2003),
BARBOSA et al. (2009),
BOUKHATEM et al. (2014),
DUAN e ZHAO (2009)

HACKE et al, (2021), SILVA et
al. (2010)

BOUKHATEM et al. (2014),
VIANA et al. (2000)

ABBAS et al. (2021),
FRANCISCO et al. (2011),
SALARIA et al. (2020), SANTIN
et al. (2009)

VENZON et al. (2018)

EWENIGH] et al. (2013)

In vitro e camundongos

Larvas nematoides gastrintestinais
de caprinos, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli,
Salmonella Enteritidis, Candida
albicans, Candida tropicalis e
Aspergillus niger

Zebrafish e camundongos
Candida albicans, Candida
tropicalis , Aspergillus niger e
camundongos
Camundongos, macrofagos
leucémicos de camundongos, in
vitro e Leishmania amazonensis

Camundongos

Camundongos



19

Suplementacio de Melhora o crescimento, atividade da catalase,

peixes Oleo essencial imunidade, resposta antioxidante e resisténcia a AL-SAGHEER et al. (2018) Oreochromis niloticus
doencas
Anestésico Oleo essencial Sedativo CALDAS et al. (2018), SOUZA Gymn_ocorymbus ternetz e
(2017) alevinos de tambatinga

Fonte: elaborado pelo autor.
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2.5 Inflamacéao

A inflamagdo é a resposta primordial do sistema imune inato a entrada de
patdgenos, corpos estranhos ou lesdes no tecido (CRUVINEL et al., 2010). O objetivo
principal da resposta inflamatoria € localizar e eliminar os fatores que interferem na
homeostase e iniciar a restauracdo tecidual (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014,
FREIRE; VAN DYKE, 2013).

O processo inflamatorio envolve células residentes do tecido, vasos sanguineos,
proteinas e células imunoldgicas, como macréfagos, neutrofilos, eosinodfilos e fagocitos
mononucleares (BHATTACHARYA, 2013; CRUVINEL et al., 2010) e pode ser
separado em trés etapas: recrutamento, pico da inflamacéo e resolucdo (SERHAN et al.,
2007).

Quando um tecido é lesado, ocorre a liberacdo de sinais quimicos
(prostaglandinas e histaminas), os quais proporcionam a vasodilatagdo local e aumento
da permeabilidade dos vasos sanguineos, ocorrendo assim o processo denominado de
diapedese , em que os eletrolitos, pequenas e grandes moléculas que formam o transudato
e exsudato, respectivamente, juntamente com agua e células imunolédgicas migram do
espaco extracelular em direcdo ao tecido lesionado, acarretando em uma inflamacao
aguda (CRUVINEL et al., 2010; FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

No processo de recrutamento, os macrofagos e neutrofilos sdo superativados e
induz a producéo de citocinas pro-inflamatoria, fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucina-1p  (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6) e mediadores inflamatorios
(prostaglandinas e 6xido nitrico) (MURALIDHARAN; MANDREKAR, 2013). Os
neutrofilos na area inflamada fagocitam os patdgenos invasores, liberam armadilhas
extracelulares e geram ROS (espécies reativas de oxigénio) (FOX et al., 2010). Portanto,
o recrutamento de macréfagos e neutrofilos para o tecido inflamado é considerado o pico
da inflamagdo aguda (WITKO-SARSAT et al., 2000). A migragdo de neutrofilos é de
suma importancia para respostas fisioldgicas a lesdes e infec¢des ao tecido, no entanto a
sua atividade descontrolada e excessiva conduz para inflamacgdo persistentes, dano
tecidual ou surgimento de doencas (YANG et al., 2018).

A Ultima etapa é resolucdo da inflamacéo que precisa ser eficiente e controlada,
sendo necessario a eliminagdo dos neutrofilos por meio de apoptose seguida pelo
englobamento de macrofagos e/ou migragédo reversa, em que o0s neutréfilos voltam para
0 vaso sanguineo ou tecido distante (FADDEL, XUE, KAGAN, 2010; FARRERA;


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mononuclear-phagocytes
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mononuclear-phagocytes
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nitric-oxide
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FADEEL, 2013; HENRY et al., 2013). Havendo erros nessa etapa tal como, neutrofilos
persistirem no local e ocorrer liberacdo de compostos nocivos, falha na remogéo dos
patdégenos e no engolfamento das células inflamatorias apoptdticas e um retardo da
apoptose resulta na inflamacéo crénica (FREIRE; VAN DYKE, 2013; HASLETT, 1992;
HENRY et al., 2013), originando doencas cardiovasculares, artrite reumatoide, doenca
inflamatdria intestinal, Alzheimer e cancer (FREIRE; VAN DYKE, 2013; YANG et al.,
2018).

2.5.1 Papel dos neutrofilos na inflamacao

Dentre os leucdcitos circulantes, os neutréfilos polimorfonucleares sdo os mais
abundantes e compde a principal barreira do sistema imunolégico contra micro-
organismos (FREIRE; VAN DYKE, 2013).

Os neutréfilos sdo formados na medula dssea através da proliferacdo e
diferenciacdo das células precursoras da medula (AMULIC et al., 2012). Durante o
processo de hematopoiese sdo estimulados por citocinas, principalmente o fator
estimulador de colbnias de granuldcitos (G-CSF) e até completarem o processo de
maturacdo ficam retidos na médula e depois de maduros migram para 0s vasos sanguineos
(AMULIC et al., 2012; MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2013).

Essa célula imunolégica pode ser encontrada de 6 a 12 horas na circulagdo, antes
de deslocarem para o tecido (ROSALES, 2018; SUMMERS et al., 2010). No entanto,
essa meia-vida pode-se prolongar pela acdo de alguns micro-organismos e do proprio
processo de inflamacéo, chegando a estender seu ciclo por 2 a 6 dias devido a retardacao
do apoptose (AMULIC et al., 2012; MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2013).

Quando o tecido é lesionado uma grande quantidade de neutrofilos migram para
o tecido para aniquilar os patdgenos e promover a eliminacdo de células e outros residuos
por meio da fagocitose. A medida que o tempo da lesdo aumenta, os neutrofilos se
acumulam no tecido e morrem devido a apoptose (FREIRE; VANDYKE, 2013). Em
seguida, ocorre a infiltracdo celular de mondcitos para o tecido se diferenciando em
macrofagos. A funcdo dessas células fagociticas é possibilitar a remocao de neutréfilos
apoptoticos e resquicio de fagocitose. Posteriormente, os macréfagos também s&o
eliminados por eferocitose e/ou voltam para o sistema linfatico (FREIRE; VANDYKE,
2013).
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Figura 4. Esquema da inflamacao imune inata induzida por ferimento em zebrafish

Neutrophil

& Apoptotic neutrophil
Macrophage

® L8
Arachadonate metabolites

Hydrogen peroxide

Fonte: Lebert; Huttenlocher, 2014.

2.6 Radicais livres e antioxidantes

O organismo humano sofre varias reacfes quimicas de perda (oxidacdo) e ganho
(reducdo) de elétrons que sdo de suma importancia para 0s processos metabdlicos do
corpo como, fornecimento de energia na forma de ATP (GULCIN, 2012; GULCIN, p.
651-715, 2020). Quando ha a ocorréncia de desacoplamento nas transferéncias de elétrons
e uma das moléculas fica com elétron desemparelhado na Gltima camada de valéncia tem-
se a geracdo de radicais livres (GULCIN, p. 651-715, 2020).

Os radicais livres sdo altamente instaveis e reativos, incluem anion superoxido
(O 27), peroxido de hidrogénio H 2 O », radical hidroxila (OH), oxigénio singlete e 6xido
nitrico (NO) (GULCIN, p. 651-715, 2020; NEHA et al., 2019). Podem ser de origem
enddgena, produzidos pelas mitocondrias, peroxissomos, xantina oxidase, pelos
processos de inflamacdo e apoptose (HUSAIN; KUMAR, 2012; LOURENCO;
MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019; SISEIN, 2014) e de origem exdgena, produzidos
devido a fatores externos como, poluicao, radiacdo UV, consumo de tabaco, alcool e maus
habitos alimentares (ANRAKU et al., 2018; LOURENCO; MOLDAO-MARTINS;
ALVES, 2019).

A produgdo excessiva de radicais livres ou uma deficiéncia dos sistemas
antioxidantes, origina a condicdo de estresse oxidativo, a qual é prejudicial aos
componentes celulares (GULCIN, p. 651-715, 2020; NEHA et al., 2019). O estresse
oxidativo provoca efeitos deletérios no DNA, proteinas, mitocondrias, membranas,

alteracbes na estrutura e funcGes celulares. Os resultados desses desequilibrios se
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acumulam com o tempo e estdo relacionados a diversas patologias, como: cancer,
envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas, choque
hemorrégico, catarata e disfungfes cognitivas (APAK et al., 2016; KIM et al., 2015
SINDHI et al., 2013). Em condig¢des celulares normais, hd um equilibrio entre a producéo
de radicais livres e sua neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes, evitando que ocorra o
estresse oxidativo (HUYUT; BEYDEMIR; GULCIN, 2017; OZTASKIN et al., 2017).

2.6.1 Enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST)

Os antioxidantes sdo compostos que em baixas concentragdes sdo capazes de
prevenir ou retardar a acdo dos radicais livres, protegendo o sistema bioldgico das reacdes
ou processos que provocam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares
(NEAH et al., 2019; SHIMANO, 2019).

Os antioxidantes enddgenos podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos
(AGUILAR; NAVARRO; PEREZ, 2016) consistem em glutationa peroxidase (GSH),
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e ndo enzimaticos, acido lipdico,
bilirrubina, glutationa e melatonina. Os ex6genos sdo obtidos através de alimentos,
podendo ser encontrado também em todas as partes das plantas, folha, raizes, casca,
sementes e frutos que contenha vitamina E, A e C e flavonoides (ALVES et al., 2010;
GULCIN, 2020; SHAHIDI; ZHONG, 2010; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

A superdxido dismutase (SOD) pode ser dividida nas seguintes categorias:
superdxido dismutase dependente de cobre e zinco Cu/Zn SOD codificada pelo gene
SOD1, existente no citoplasma e superdxido dismutase dependente de manganés Mn SOD
codificada pelo gene SOD2, na mitocdndria (ROLAO, p. 18, 2010; SILVA, p. 39, 2018).
E uma importante enzima defensiva para a maioria dos organismos que S&0 expostos ao
oxigénio pois, converte 0 oxigénio prejudicial em peroxido de hidrogénio (H202)
podendo ser removido subsequentemente por outras enzimas, evitando que ocorra uma
reacdo direta das moléculas com os radicais superoxidos (RODRIGUEZ et al., 2015;
ROLAO, 2010).

A catalase (CAT) esta localizada no peroxissomo e consegue desintegrar H,O2 em
uma velocidade extremamente rapida e eficiente. Exerce funcdo peroxidativa e catalitica
dependendo das concentracdes baixa e alta, respectivamente de H.O> (WU et al., 2011;
ROLAO, 2010).
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A glutationa S-transferase (GST) sdo isoenzimas que exercem papel importante
na desintoxicacdo celular protegendo as células de metabolitos reativos de oxigénio e
auxiliando na biotransformacdo de compostos xenobidticos e endobidticos
( DOMINGUES et al., 2010; HAYES et al., 2005; REZAEI et al., 2013). Além do mais,
alteracdo na temperatura, produtos quimicos toxicos e oxidacdo podem determinar a
expressdo de GSTs (FROVA, 2006).

Os antioxidantes naturais ou sintéticos necessitam ser seguros para 0 uso humano
e animal. Dessa forma, existem muitas pesquisas direcionadas a descoberta de novos
antioxidantes presentes em plantas que possam ser uma alternativa para substituir os
antioxidantes sintéticos, pois estudos demonstram que antioxidantes naturais possuem
efeito igual ou maior na inibicdo da oxidagéo, potencial nutricional e efeitos terapéuticos
(GOMEZ, 2003; GENENA, 2005).

2.7 Zebrafish (Danio rerio)

O peixe zebrafish (Danio rerio) é da familia Cyprinidae. E um peixe de 4gua doce
de regibes tropicais, nativo do sul da Asia e oriundo dos principais rios da india,
Bangladesh e Nepal. O zebrafish recebe esse nome devido as linhas presentes em suas
escamas e também é conhecido como paulistinha referente as listras que contém na
bandeira do estado de Sdo Paulo (DAMMSKI; MULLER; GAYA, 2011; MCGONNELL;
FOWKES, 2006). Este peixe vive em regides alagadicas, encontrado principalmente em
aguas rasas, paradas ou com pouca movimentacdo, contendo vegetacdo aquatica e lodo
(DAMMSKI; MULLER; GAYA, 2011).

Os animais apresentam um tamanho médio de 2 a 3 cm podendo alcancar
tamanhos de até 4 a 5 cm, de 2 a 3 anos de idade e vivem em cardumes de 5 a 20
individuos, porém, podem apresentar comportamento adversario até que se estabeleca a
hierarquia de dominancia entre 0s animais, quando mantidos em laboratério
(BERNARDO, 2017; MULLER et al., 2017; REOLON et al., 2017). Os sexos podem ser
distinguidos com base nas diferencas no tamanho corporal, forma e pigmentagdo. Os
machos sdo, geralmente, menores e tém o corpo mais alongado com listras dourada e azul,
enquanto as fémeas sdo maiores, mais arredondadas, com barriga esbranquicada, cores
alternadas de prata e azul e exibem uma pequena papila genital na frente da nadadeira
anal (ENGESZER et al., 2007) (Figura 5).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/detoxification
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/detoxification
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Figura 5. Macho (acima) e fémea (abaixo) de zebrafish (Danio rerio).

Fonte: Do autor.

Atingem a maturidade sexual de 3 a 6 meses pos fertilizacdo. Na natureza o
zebrafish se alimenta de insetos (terrestres e aquaticos) e fitoplancton. Em laboratorio,
sdo utilizados alimentos vivos como, Paramecium spp., nauplios de artémia e rotiferas
nos estadios iniciais e apds a fase larval sdo alimentados com dietas artificiais. A
temperatura ideal para a espécie € 28°C, o que favorece maior taxa de crescimento e o pH
na faixa de 7 a 8, visto que, estimula o desenvolvimento, reproducéo e alimentacéo, além
do mais é ideal para o desenvolvimento de bactérias nitrificantes que atuam no sistema
de filtragem biolégica (DAMMSKI; MULLER; GAYA, 2011).

George Streisinger na década de 1960 foi o primeiro pesquisador a utilizar o
zebrafish como modelo animal aplicando a andlise mutacional para estudar o
desenvolvimento embrionario do zebrafish (GRUNWALD; EISEN, 2002). No final da
década de 70, os pesquisadores comecaram a usa-lo na neurociéncia, estudando a resposta
surpreendente e as células de Mauthner, que foram descritas como neurdnios de comando
(SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999). Na atualidade, o zebrafish é estabelecido em
diversas areas de pesquisas, desde biologia do desenvolvimento, doencas metabdlicas,
genética humana, patologia humana, comportamento, toxicologia e neurociéncias
(CASSAR et al., 2019; DOOLEY; ZON, 2000; FAZRY et al., 2018; FREIFELD et al.,
2017; GIBERT; TRENGOVE; WARD, 2013; ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).
Apresenta vantagens como, facil manuseio, baixo custo, todos os estagios de vida podem
ser obtidos em laboratério, alta performance reprodutiva com desova abundante,
embrides translicidos permitindo avaliacdo do desenvolvimento embrionario, tamanho
pequeno, 0 que permite o cultivo em espagos reduzidos, possui cerca de 70% do seu
genoma semelhantes aos humanos, permitindo estudos filogenéticos e fisiologicos (ALI
et al., 2014; JAYASINGHE; JAYAWARDENA, 2019; PHAM et al., 2016;
SIMONETTI, 2014; ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).
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2.7.1 Zebrafish como modelo para avaliagéo de produtos naturais

As plantas medicinais sdo utilizadas a décadas pela populacéo de forma empirica,
porém os materiais vegetais contém diversas substancias toxicas que sdo produzidas pelas
plantas em defesa contra doengas e animais predadores, podendo ocasionar no ser humano
reacOes alérgicas, intoxicacdo entre outras reacdes desagradaveis (ATANASOV et al.,
2015; FALCAO et al., 2018; FURST; ZUNDORF, 2015; HIBEN et al., 2019;
YUMNAMCHA et al., 2015). Por esses motivos, ¢ de suma importancia estudos de
identificacdo, nomenclatura das plantas, avaliacdo dos possiveis efeitos maléficos e
benéficos.

Os estudos com plantas apresentam algumas limitacGes tais como, acessibilidade
ao material pois, a quantidade disponivel de produtos € baixa devido as acdes antropicas,
dependendo dos métodos de extragdes pode-se obter baixo rendimento do material e pela
alta procura quando o produto possui algum composto bioativo muito promissor, custo,
tempo, visto que, as esta¢bes do ano interferem na composicdo quimica das plantas, as
complexas misturas de componentes (HIBEN et al., 2019; LITTLE et al., 2017).

As pesquisas com plantas medicinais, que tém como objetivo principal prever as
dosagens que podem ocasionar toxicidade ou beneficios para a populagdo por meios de
ensaios com animais e o D. rerio, vem se destacando (BAMBINO; CHU, 2017). E um
modelo animal que possui muitas vantagens em relacdo aos roedores e se encaixa nos 3
Rs (reducdo, substituicdo e refinamento). Reducéo, pois podem ser testadas diferentes
nameros de concentracdo e as mais estaveis serem testadas posteriormente em outros
modelos. Substituicdo de modelos que possuem um custo mais elevado e que precisam
de muitos nimeros de animais para testar. Refinamento, sdo animais de facil manipulacédo
e embrides translicidos (CASSAR et al., 2019; VANDERLAAN et al., 2012).

Compostos utilizados pelos seres humanos como flavondides, alcaloides e alguns
medicamentos advindos de plantas medicinais foram testados no modelo zebrafish,
principalmente em relacdo a possiveis efeitos toxicos ou teratogénicos (CABALLERO;
CANDIRACCI, 2016; MODARRESI; ARSAD; LIM, 2020) como pode ser visto na
tabela 2.



Tabela 2- Avaliacdo de produtos naturais em embrides, larvas e adultos de zebrafish.

PLANTA

RESULTADOS

REFERENCIA

Spondias mombin (extrato- folha)
Cymbopogon citratus (extrato e 6leo- folha)

Curcuma longa (extrato — rizoma)
Croton tiglium L. (extrato- semente)
Milletia pachycarpa (extrato -raiz)
Piper nigrum (extrato- po)
Trachyspermum ammi (6leo-fruto)
Carthamus tinctorius L. (extrato- folha)
Baccharis dracunculifolia (extrato- sem raiz),
Anacardium occidentale (6leo vegetal)
Syzygium aromaticum (6leo essencial)

Cymbopogon citratus (extrato e 6leo- folhas)

Rosmarinus officinalis L (6leo-folha)

Efeitos ansioliticos e antidepressivos.

Efeito toxico e teratogenicidade, tais como,
teratogénico, cauda quebrada, tronco dobrado e edema
aumentado do saco vitelino. Além disso, houve maior

producdo de radicas livres e apoptose ao longo do corpo
dos animais.

Uma mistura desses podem ser utilizados na dieta de
peixes para melhorar o desempenho e bloquearam a
oxidacao lipidica.

Demonstrou que o extrato e o 6leo possuem efeitos
anticonvulsivantes induzidos por PTZ e toda as
amostras diminuiram a formacao de malondialdeido
(MDA) e 6xido nitrico (NO) e elevacao dos niveis de
GSH e CAT, indicando que 0os mecanismos
antioxidantes podem estar relacionados a
neuroprotecao .

O efeito do 6leo foi essencial na proliferacao de
fibroblastos que atuam nos processos de cicatrizagao,
ndo apresentou toxicidade para macrofagos e
demonstrou atividade antioxidante

SAMPAIO et al. (2018),
HACKE et al. (2020)

ALAFIATAYO et al.
(2019), YUMNAMCH et al.
(2015), YUMNANCHA et
al. (2020), PATEL et al.
(2020), KIM et al. (2017),
XIA et al. (2017)
RAMOS (2019).

HACKE et al. (2021)

BORGES et al. (2018)

Fonte: elaborado pelo autor
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CONSIDERACOES FINAIS

Produtos que sdo oriundos de fontes naturais tém despertado interesse no mercado
desde a antiguidade e a C. citratus tem se destacado atualmente. Isso ocorre devido a
grande utilizacdo da C. citratus em industrias farmacéuticas como, anti-hipertensivo,
antiasmatico, antisséptico, na inddstria cosmética na utilizagdo em mascaras faciais,
propriedades antioxidantes e na industria alimenticia (na conservacdo dos alimentos
comercializados frescos). Entretanto novos estudos se mostram necessarios para avaliar
a seguranca da espécie, seus efeitos e beneficios.

Compostos oriundos de plantas utilizados pelos seres humanos foram testados no
modelo experimental zebrafish, visto que, € um modelo animal de baixo custo no cultivo
de todos os estagios de vida em laboratorio, desova abundante, embrides transltcidos, o
que permite avaliacdo do desenvolvimento embrionario; tamanho pequeno e é um
vertebrado que possui cerca de 70% do seu genoma semelhante aos humanos, permitindo
assim estudos filogenéticos, anatomia e fisiologia.

Portanto, essa revisdo demonstrou o zebrafish com um modelo Gtil para avaliar
os efeitos do OE da C. citratus e possivelmente descobrir mecanismo para elucidar

tratamento de doengas.
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The study aims to objectively evaluate the toxic potential of C. citratus essential oil (EO)
in vivo. The EO was extracted by steam distillation, and then gas chromatography was
performed to quantify the compounds present. The concentrations analyzed for the
embryotoxicity assays were 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, and 0.39 pg/mL, diluted
in 0.5% dimethyl sulfoxide. Twenty embryos were subjected to treatment in 96-well
plates and analyzed until 120 hours post fertilization (hpf). A pool of forty larvae per
treatment exposed for up to 96 hpf was used for the analysis of the antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione s- transferase (GST). For
the identification of apoptotic cells, twenty 72-hpf larvae were used, which were stained
with acridine orange (AO) for 20 minutes in a dark environment at room temperature.
The EO showed toxicity at concentrations of 50 and 25 pg/mL at 24 and 72 hpf,
respectively. The concentration of 12.5 pg/mL caused a mortality rate of 70%. The
concentration of 6.25 pg/mL caused teratogenic effects, such as pericardial and yolk sac
edema, tail deformity, and lordosis. Compared to the control, SOD activity showed a
significant reduction at concentrations higher than 0.78 pg/mL, and concentrations higher
than 1.56 pg/mL resulted in a significant reduction in CAT activity. The results study
indicate that C. citratus EO at the highest concentrations caused toxic and teratogenic
effects in zebrafish embryos and larvae. However, at lower concentration, the EO showed

no toxicity.

Keywords: Danio rerio, lemongrass, toxicology, apoptosis, antioxidant, reactive oxygen

species.
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Introduction

Plants contain several toxic substances that are produced in defense against
diseases and predatory animals (Atanasov et al. 2015). Medicinal plants have been
empirically used for decades (Rossato et al., 2012), which can lead to allergies, poisoning
and other adverse physical reactions due to the compounds present (Furst and Zindorf
2015; Yumnamcha et al. 2015; Falc&o et al. 2018; Gebrelibanos Hiben et al. 2019).

Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. is popularly known as lemongrass. It is a
perennial herb originating in Southeast Asia and has a wide distribution in tropical and
subtropical regions of the world, since it is very resistant to soil and climate variations
(GOMES and NEGRELLE 2003; Martinazzo et al. 2007; Santin et al. 2009). It is often
used in traditional medicine in the form of an infusion or decoction (Mendes Hacke et al.
2020) due to its variety of bioactive compounds that confer therapeutic and
pharmacological properties (Mendes Hacke et al. 2022).

Several properties of C. citratus have already been reported, such as antioxidant
(Oliveira et al., 2019; Uchida et al. 2017; Li et al. 2019) antifungal, anthelmintic,
antibacterial (Almeida et al. 2003; Duan and Zhao 2009; Barbosa et al. 2009; Boukhatem
et al. 2014), anticonvulsant (Silva et al. 2010; Hacke et al. 2021), antinociceptive (Viana
et al. 2000; Boukhatem et al. 2014), anti-inflammatory (Santin et al. 2009; Francisco et
al. 2011; Abbas et al. 2014; Salaria et al. 2020), gastroprotective, gastric healing (Venzon
et al. 2018) and anesthetic effects (Becker et al. 2021; de Oviveira et al. 2022). Studies
have used organisms such as rodents, rabbits (Lulekal et al., 2019), Argulus sp e Dolops
discoidalis (Pereira 2020), Sitophilus granarius Linnaeus (Plata-Rueda et al. 2020),
Sarcoptes (Li et al. 2020) and ovary cells of Chinese hamsters (Tofifio-Rivera et al. 2016)
to assess C. citratus, but knowledge of its toxicological properties with respect to

zebrafish (Danio rerio) is limited.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cymbopogon-citratus
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The main objective of research on medicinal plants is to predict the dosages that
may cause toxicity or benefits to the population through animal tests (Bambino and Chu
2017). In addition, studies with plants have some limitations: a low amount of available
material; a low yield, depending on the extraction method; and high demand, cost and
time (Little et al. 2017; Gebrelibanos Hiben et al. 2019). Given these factors, zebrafish
stand out and have become an excellent model to evaluate the toxicity of compounds and
possibly the biosafety of new drugs (Crawford et al. 2008; Cabral and Moura 2019). D.
rerio can overcome the above limitations of studies with plant material because it has
many advantages over other organisms. Because it allows large-scale analyses to be
performed with several compounds simultaneously, the use of D. rerio assists in the
isolation of multiple bioactive molecules, a wide variety of tests can be performed, low
cost and little material are needed to perform the tests, and the products can be added to
the water (Crawford et al. 2011; Liu et al. 2013; Tabassum et al. 2015; Zhang et al. 2017).

Compounds derived from medicinal plants that are used by humans as flavonoids,
alkaloids and some medicines have been tested in zebrafish, especially regarding possible
toxic or teratogenic effects (Caballero and Candiracci 2016; Chahardehi et al. 2020). In
addition, studies have evaluated the effects of oils and plant extracts using embryos and
larvae (Yumnamcha et al. 2015, 2020; Xia et al. 2017; Borges et al. 2018; dos Santos
Sampaio et al. 2018; Alafiatayo et al. 2019; Ramos 2019).

Considering the promising effects of C. citratus EO, the present study evaluated
the potential toxicological, teratogenic, antioxidant and cell death effects in zebrafish

embryos and larvae.

Materials and Methods

Ethical statement regarding animal experiments
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All experimental procedures in this study were conducted in strict accordance with
the Ethics Committee on Animal Experimentation of the Federal University of Lavras
(Universidade Federal de Lavras - UFLA), Lavras, MG, Brazil, under protocol no.
003/2021 and meet the guidelines of the National Council for the Control of Animal

Experimentation (CONCEA) for the care and use of laboratory animals.

Plant material and essential oil preparation

C. citratus was collected in the Medicinal Plants Garden of the Federal University
of Lavras UFLA, Lavras, MG, Brazil (21° 13 '48.8''S; 44° 58' 28.5 " W). A voucher
specimen was deposited in the Herbarium of Universidade Federal de Lavras
(ESAL18409). The aerial parts of the plants were cut into smaller sizes, weighed on an
analytical scale and then used to obtain the plant EO.

EO extraction was performed at the Phytochemistry Laboratory of UFLA,
according to the proposal of Miranda et al., (2013). A total of 996.14 g of fresh leaves
and 8 liters of distilled water were used, and the sample was subjected to steam distillation
for 3 hours. After extraction, the EO was purified by decantation and stored in a freezer
(-4 °C) for 24 hours. Subsequently, the EO was weighed on an analytical scale, and the
oil extraction yield was expressed in mg/g plant dry mass (Carvalho et al. 2020). The
material was kept at room temperature and protected from light until the biological tests

were performed.

Chromatography
The quantitative chemical analysis of C. citratus EO was performed in triplicate
using an Agilent® 78902 gas chromatography (GC) system with the HP GC Chemstation

A.01.14 data processing system, the CombiPAL Autosampler System (CTC Analytics,



47

AG, Switzerland) and a flame ionization detector (GC-FID). The samples were prepared
by diluting the EO with ethyl acetate (10 mL/L). The injection volume was 1.0 pL in split
mode with an injection ratio of 50:1. An HP-5MS fused silica capillary column (30 m
long x 250 pm internal diameter x 0.25 um film thickness) was used (California, USA).
Helium was used as the carrier gas at a flow rate of 1.0 mL/min. The injector temperature
was 250 °C, and the detector temperature was 300 °C. The heating analysis conditions
were an initial ramp from 60 °C to 300 °C with a heating rate of 3 °C/min. The content
of the eluted constituents was expressed as the percentage of the relative area of the
chromatographic peak + the standard deviation of the three samples analyzed (de Oliveira
et al. 2018; Lorenconi et al. 2020; Marques et al. 2021). The qualitative analyses were
performed using an Agilent® 7890A chromatograph coupled to an Agilent® MSD 5975C
mass selective detector (Agilent Technologies, California, USA) operated with electron
impact ionization at 70 V in scanning mode at a rate of 1.0 scan/s, with a mass acquisition
interval of 40-400 m/z. The operating conditions were the same as those used in the GC-
FID analyses. The chemical constituents were identified by comparing their retention
indices relative to those obtained with the coinjection of a standard solution of n-alkanes
(C8-C20; Sigma—Aldrich®, St. Louis, USA) using the equation of Van Den Dool and
Dec. Kratz (1963). The constituents of the EO of C. citratus were identified based on the
library of the mass spectral database of NIST (2014) and the retention indices described

in the literature (Adams 2007).

Antioxidant activity of the oil
The determination of antioxidant activity using the [-carotene/linoleic acid
method is based on the oxidation of B-carotene (discoloration) induced by the oxidative

degradation products of linoleic acid, according to the method proposed by Rufino et al.



48

(2010). A 10 pL aliquot of the oil was diluted in 990 uL of ethyl alcohol (92.8%) to obtain
a 1 mL solution. Subsequently, 22 uL of this dilution was transferred to a 96-well
microplate, where 278 pL of the B-carotene/linoleic acid system solution was added. The
microplate reader was read at 470 nm (EZ Read 2000, Biochrom®) and subsequently
kept in a water bath at 40 °C, and another reading was performed after a 120-minute
interval. The results are expressed as percent oxidation inhibition. The determination of
antioxidant activity by the B-carotene/linoleic acid method was performed in triplicate.
The antioxidant activity determined by the phosphomolybdenum complex method
is based on the reduction of Mo (V1) to Mo(V) by the sample analyte and the subsequent
formation of a green phosphate Mo(V) complex at acidic pH as described by Prieto et al.
(1999). First, a 2.5 puL aliquot of the oil was diluted in 997.5 pL of ethyl alcohol (92.8%)
to obtain a 1 mL solution. Subsequently, 50 pL of the dilution was added to test tubes, to
which were added 450 pL of distilled water and 1.5 mL of reagent solution (1.8 M sulfuric
acid, 0.084 M monobasic sodium phosphate and 0.012 M ammonium molybdate). The
tubes were incubated in a water bath at 95 °C for 90 minutes. After cooling the test tubes,
the contents were transferred to a 96-well microplate with a volume of 300 pL, and the
absorbance was read in a microplate reader (EZ Read 2000, Biochrom®) at 695 nm. The
results are expressed in grams of ascorbic acid per hundred grams of fresh sample based
on a calibration curve with different previously known concentrations of ascorbic acid.
The determination of the antioxidant activity by the phosphomolybdenum complex

method was performed in triplicate.

Maintenance of zebrafish and embryo collection
The animals were kept in a rack specific to the species (Hydrus rack, model ZEB-

60) containing polycarbonate aquariums (11.5 cm x 34.5 cm x 15.5 cm, 2.5 L each)
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temperature 27.93+0.50 C°, pH 7.13+0.22 and conductivity 0.47+0.06. One hundred
adult zebrafish animals were used, and ten animals were kept per aquarium, where males
and females were separated by a perforated acrylic partition in a recirculation system. The
animals were kept in a photoperiod of 14:10 (light:dark) at a temperature of 28 °C and
fed twice a day with flocculated feed and once a day with Artemia nauplii. Aquarium
cleaning and water quality maintenance were performed by the automated rack system.
The partitions of the aquariums were removed in the morning, half an hour before
the end of the dark period, and the animals were removed from the aquariums and
conditioned in acrylic brooders. After a two-hour mating period, the eggs were collected

using a Pasteur pipette and placed in a Petri dish with E3 medium (Zhao et al. 2019).

Embryotoxicity

The toxicity tests were performed according to the guidelines of OECD No. 236:
Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test. C. citratus EO was added to E3 medium (5 mM
NaCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CacCl, 0.33 mM MgSOgs). The initial concentrations
analyzed were 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.79, and 0.39 pg/mL diluted in 0.5%
dimethyl sulfoxide (DMSO). The concentrations were chosen according to the methods
proposed by Kim et al. (2017) and He et al. (2018). After reproduction, the embryos were
subjected to their respective treatments in Petri dishes, with 40 embryos per plate, and
subsequently moved to an incubator (Thermo Scientific Forma 311, MA, USA) where
they were kept at a temperature of 28 + 1 °C. C. After 24 hours postfertilization (hpf), 20
embryos were transferred to 96-well plates (1 embryo per well) in triplicate, totaling 60
embryos per treatment. To each of the wells, 200 pL of each tested solution was added.
The plates were covered with Parafilm® to avoid the possible effects of evaporation and

contamination and then incubated at 28 + 1 °C. The rates of survival, hatching and
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morphological changes of the embryos were evaluated using an optical microscope
(Olympus, CX3, Tokyo, JP) daily at intervals of 24, 48, 72, 96 and 120 hpf (OECD 2013).
The following characteristics were evaluated: nondevelopment of somites, development
of the eyes, larval pigmentation, edema during the formation of the heart and yolk sac, no
detachment of the tail, lack of heartbeat, growth retardation, lordosis and tail deformity
(Hallare et al. 2004). Based on the normal parameters of the species, other characteristics
that do not correspond to normal development were considered morphological changes
(Kimmel et al. 1995). The embryos that survived after the toxicity test were euthanized

with 250 mg/L tricaine overdose.

Antioxidant activity of larvae

To determine the activity of antioxidant enzymes, a pool of forty larvae per
treatment in triplicate exposed to the EO was used immediately after fertilization up to
96 hpf (Santos et al. 2020). Subsequently, the larvae were placed in microtubes with 400
uL of cold phosphate buffered saline (PBS) and macerated with a glass rod. The
homogenates were centrifuged at 4000 g at 4 °C for 15 minutes, and the supernatant was
collected and stored at -20 °C until analysis a (Xiong et al., 2019a; Xiong et al. 2019b).
The Bradford method was used to determine protein concentrations at 595 nm using
bovine serum albumin as a standard (Bradford 1976). To evaluate catalase (CAT) activity,
the method established by Claiborne (1985) was used. A total of 30 pL of the larvae
homogenate supernatant diluted in 135 pLL of PBS (pH 7.0) and 135 puL of H202 (30 mM)
were added to a 96-well microplate. The decrease in absorbance was recorded at 240 nm
for 2 min in a spectrophotometer, and the CAT activity level was estimated by the molar
extinction coefficient (¢) of H,O2 (43.6 Mt cm™) in triplicate. The results are expressed

in p/mol of hydrogen peroxide degraded per minute per mg of protein.
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Superoxide dismutase (SOD) activity was measured according to Song et al., (
2009). First, a solution of 100 uLL of PBS (100 mM, pH 7.8), 2 uL of EDTA (10 mM), 40
puL of methionine, 11 pL of ultrapure water and 15 pL of nitrotetrazolium blue (NBT, 1
mM) was used to measure the activity of this enzyme. The readings were performed in
triplicate in a spectrophotometer at 560 nm. One unit of SOD (U) activity was defined as
the amount of enzyme required to cause 50% inhibition of the NBT photoreduction rate,
and the results are expressed as units of SOD per mg of protein (Song et al. 2009; Gu et
al. 2019). Glutathione s-transferase (GST) activity was determined according to the
method proposed by Habig and Jakoby (1981). A total of 15 uL of homogenate, 50 puL of
reduced glutathione-GSH (25 mM) and 180 pL (1 mM) of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) (dissolved in 96% ethanol and diluted in buffer of 0.1 M sodium phosphate, pH
7.2) were added to 96-well plates. GST activity was measured by the formation of the
glutathione-2,4-dinitrobenzene conjugate, which was estimated from the reduction in
absorbance at 340 nm after 3 min in a spectrophotometer. GST activity was estimated by
e =96 x10° M cm™in terms of CDNB conjugate produced per minute per mg of
protein and was assessed in triplicate. The results are expressed in units per mg of protein

(Velki et al. 2019).

Reactive oxygen species

The content of free radicals in the whole body of the animals was measured using
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA). Briefly, 20 ul of homogenate per
well was pipetted in triplicate into a 96-well plate. Then, 80 ul of 50 mM phosphate buffer
with pH 7.2 containing DCFH-DA at a final concentration of 10 uM was added to each
well. Subsequently, the plate was incubated at 37 °C for 30 minutes protected from light.

DCFH-DA is converted into DCF (a fluorescent compound) in the presence of reactive
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oxygen species (ROS), and its fluorescence was detected in a spectrophotometer (Tecan,
infinite 200 pro, Switzerland) with excitation/emission wavelengths of 485/530 nm. The
ROS content was quantified using a DCF standard curve, and the results are expressed as

pmol of DCF formed/mg of protein/minute (Driver et al. 2000).

Cellular apoptosis

For the identification of apoptotic cells, acridine orange (AO) staining was used
(Xia et al. 2017; Zhao et al. 2019). Twenty larvae 72 hpf were used and washed twice
with E3 medium. Subsequently, they were stained in a solution containing 5 pg/mL AO
and incubated for 20 minutes protected from light at room temperature. Then, the larvae
were washed 3 times with E3 medium for 5 minutes each and finally anesthetized in a
solution of tricaine (100 mg/L). The fluorescence intensity was evaluated in a
spectrophotometer (Tecan, Infinite 200 Pro, Switzerland) (excitation = 490 nm and
emission =520 nm) and photographed under a fluorescence microscope (Zeiss V16 Axio

Zoom with 546 nm filter).

Statistical analysis

The data were subjected to the Shapiro—Wilk normality test. When this
assumption was met, analysis of variance (ANOVA) was performed. Significant
differences were determined by Tukey’s post-hoc test at 5% significance using Minitab®

version 18 software (Minitab LLC, Stage College, PA).

Results

Chromatography
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According to the obtained chemical composition of C. citratus EO, the major
compounds are geranial (43.72%) and neral (29%), with together form citral, followed by
myrcene (18.30%) (Table 1). The chromatogram is shown in Figure 1. Similar results

were found in other studies (Soliman et al. 2017; Rojas-Armas et al. 2020).

Antioxidant activity of the oil
The antioxidant activity of EO according to the B-carotene/linoleic acid and
phosphomolybdenum complex methods was 28.11 + 4.33% oxidation inhibition and

303.83 £ 9.46 mg ascorbic acid/100 g of fresh sample, respectively.

Survival rate as a measure of the potential toxicity of C. citratus in zebrafish embryos
and larvae

The control groups (E3 and E3 with 0.5% DMSO) showed a normal survival rate
for the species, above 95% until 120 hpf. However, the survival rate differed significantly
with variations in the C. citratus EO concentration. A 100% mortality rate was observed
in the first 24 hpf for exposed larvae at a concentration of 50 ug/mL and at 72 hpf for
larvae at a concentration of 25 pg/mL. The larvae exposed to a concentration of 12.5
ug/mL C. citratus EO showed a significantly lower survival rate than the larvae of the
control group, reaching 25% at 120 hpf. The other concentrations tested did not differ
significantly from the control group (Fig. 2).
Teratogenic changes caused by C. citratus EO in the embryonic development of
zebrafish

The zebrafish larvae exposed to 6.25 pg/mL C. citratus EO showed a higher rate
of edema, tail deformity and lordosis than the other treatments (Table 2). However, the
treatments with 1.56, 3.12 and 12 pg/mL C. citratus EO showed higher rates of tail

deformity than the 0.78 pg/mL group and the control group (Table 2).
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Antioxidant activity

Compared to the control, SOD activity was significantly reduced at concentrations
higher than 0.78 pug/mL, and a significant reduction in CAT activity was observed at
concentrations higher than 1.56 pg/mL. However, GST activity showed no significant

difference from the control (Fig. 3).

Reactive Oxygen Species (ROS) and apoptosis

We observed a significant increase in ROS production at all concentrations tested
when compared to the control (Fig. 4). However, the production of ROS did not show
significant differences between the different concentrations of EO (Fig. 4). The toxic
effect of C. citratus EO on apoptotic cells was evaluated by fluorescence intensity using
AO dye. Concentrations higher than 0.39 pg/mL were not toxic to the larvae, since they
showed no significant difference from the control. However, the concentrations of 3.12

and 6.25 pg/mL showed a significant increase compared to the control (Fig. 4).

Discussion

C. citratus is widely known and applied in conventional medicine; however, the
understanding of its toxicological properties using zebrafish is still limited. Studies
evaluating the possible toxic effects of medicinal plants on embryonic development are
of paramount importance. Many products derived from these plants enter the
pharmaceutical market without toxicological information and may damage health
(Alafiatayo et al. 2019). Thus, this study is the first to date to evaluate the toxicity of C.
citratus EO using zebrafish embryos and larvae. In this study, it was observed that C.
citratus EO showed toxicity at concentrations of 50 pg/mL and 25 pg/mL at 24 and 72

hpf, respectively. The concentration of 12.5 pg/mL caused a mortality rate of 70%. The
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concentration of 6.25 png/mL caused teratogenic effects, such as pericardial and yolk sac
edema, tail deformity and lordosis. Concentration lower than 3.12 pg/mL were not
considered toxic or teratogenic for zebrafish embryos and larvae. The toxicity of C.
citratus may be associated with the different constituents of its EO. The most commonly
found constituents are citral, which is a mixture of two isomers, geranial (a-citral) and
neral (B-citral), and minor compounds such as linalool (3,7-dimethyl-octa-1,6-dien-3-ol),
geraniol (trans-3,7-dimethylocta-2,6-dien 1-ol) and myrcene (7-methyl-3-methyl-1,6-
octadiene) (Oliveira et al. 2011). Some studies have demonstrated effects of these isolated
compounds on model organisms. High concentrations of linalool and geraniol caused
mortality of all zebrafish embryos at 5 hpf, and geraniol caused embryonic coagulation
and teratogenic effects at lower concentrations (Singulani et al. 2018). In addition, the
low survival of embryos at the highest concentrations can be explained by the presence
of other compounds, such as citral, geranyl acetate and EO itself. These compounds act
quickly on the organism and can affect respiratory rates, causing damage to physiological
processes and muscle activities and resulting in permanent paralysis (Plata-Rueda et al.
2020).

Depending on the time of exposure to the oil, there was an increase in
embryotoxicity, the survival of embryos exposed to 12.5 pug/mL decreased with
increasing exposure time. This result suggests that the accessibility of EO to embryos
increases with prolonged exposure, leading to the observed toxicity (Alafiatayo et al.
2019). In addition, the increase in toxicity with increasing exposure time can be attributed
to weakening of or damage to the protective layer of embryos. Ali et al. (2017)
demonstrated that the zebrafish chorion undergoes continuous transformation according
to the age of development. These same authors concluded that toxicity over time may be

due to changes in the chorionic protein profile that lead to the opening or widening of
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chorionic pore channels, allowing greater influx of external solutes. In addition, the
animals that were exposed to the concentration of 6.25 pg/mL showed morphological
changes, and citral may be responsible. Souza et al. (2019) observed that citral at high
dosages can cause high cytotoxicity and genotoxic effects, while at intermediate
concentrations, it can generate a mutagenic effect. At low concentrations, antioxidants
prevent or delay ROS activity, protecting biological systems from reactions or processes
that lead to the oxidation of macromolecules or cellular structures (Neha et al. 2019). In
this study, EO showed 28% oxidative inhibitory activity and an activity of 304 g of
ascorbic acid/100 g of fresh sample using the [-carotene/linoleic acid and
phosphomolybdenum complex methods, respectively. This corroborates the results of the
enzymatic activities of the larvae. In addition, antioxidants can be classified as
endogenous and enzymatic (SOD, CAT and GST) or exogenous and nonenzymatic
(Alves et al. 2010; Shahidi and Zhong 2010; Shahidi and Ambigaipalan 2015; Gulcin
2020). SOD converts harmful oxygen into hydrogen peroxide (H202), preventing direct
reaction of molecules with superoxide radicals (Roldo 2010; Rodriguez-Fuentes et al.
2015). CAT is responsible for decomposing H20: into Oz and H20 at a fast and efficient
rate (Wu et al. 2011; Taheri Mirghaed et al. 2020). In the present study, the concentration
of 0.39 ng/mL was toxic to the larvae because there was an increase in the SOD level,
causing the release of the enzyme to fight and protect the organism. Concentrations higher
than 0.78 pug/mL showed no toxicity because the level of SOD activity decreased. The
CAT results show that concentrations of 0.39 and 0.78 pg/mL were toxic to the larvae
because there was an increase in enzyme activity, and concentration higher than 1.56
pg/mL promoted a decrease in the CAT levels produced by the organism, demonstrating
that they are not toxic. These results can be explained by the composition of the EO. Most

of the EO constituents identified in the chromatogram are monoterpenoids, which have
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been associated with antioxidant activity in other studies (Miguel 2010; Bicas et al. 2011).
The high content of these molecules may explain the decreases in SOD and CAT activity
in the larvae, which indicate that the EO acted as a protector in the body against ROS. In
addition, C. citratus EO showed an average antioxidant activity of 41% when compared
to ascorbic acid, proving its efficiency in protecting against ROS (Figueirinha et al. 2008).
Due to its high content, citral may be the cause of the decrease in the activity of SOD and
CAT in the organisms (Bayala et al. 2018). A study using the 3-carotene approach showed
that EO and citral isolates showed significant antioxidant activity (Gustavo de Lima
Guimardes et al. 2011). In addition, geraniol eliminated 3.5 times more ROS than the
standard antioxidant Trolox, and other compounds, such as neral and citral, also showed
significant antioxidant effects (Choi et al. 2000). GSTs are phase Il biotransformation
enzymes that play an important role in cell detoxification (Glisic et al. 2015). They aid in
the biotransformation of xenobiotic and endobiotic compounds, eliminating ROS and
lipoperoxidation products (Chatterjee and Gupta 2018). The enzymes act catalytically in
association with GSH, neutralizing electrophilic sites and making target compounds less
toxic, more soluble in water and easily excreted (Halliwell 2006; Domingues et al. 2010;
Rezaei et al. 2013). C. citratus is composed of secondary metabolites such as alkaloids,
flavonoids, terpenoids, carotenoids, tannins, glucosinolate, pigments, waxes, oils, sterols
and chlorophyll (Dyalla et al. 2015). Studies indicate that flavonoids have a good ability
to sequester superoxide anions and hydroxyl radicals and therefore have a protective
effect against ROS that are involved in inflammatory and degenerative diseases (Roriz et
al. 2014). In the present study, there was an increase in GST activity compared to the
control, but the increase was not significant. However, this increase is possibly related to
the presence of flavonoids in this oil. According to Lee-Hilz et al. (2006) and,

Prochazkova et al. (2011), flavonoids induce phase Il detoxifying enzymes, such as
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NADPH:quinone oxidoreductase, UDP-glucuronyl transferase and glutathione S-
transferase, which are the main defense enzymes against electrophilic toxic compounds
and oxidative stress. In addition, flavonoids are typically xenobiotic in animals and
humans and are metabolized and quickly removed from the circulation (Prochazkova et
al. 2011). Therefore, the increase in GST activity in embryos/larvae exposed to the oil
may be due to the stimulation of existing flavonoids to eliminate toxic compounds or due
to the elimination of such flavonoids themselves as xenobiotics.

The excessive production of ROS is closely related to cell death because ionic
imbalance can lead to direct and indirect damage to nucleic acids, change the structure
and function of lipids and proteins, and ultimately lead to cell death (Newsholme et al.
2016; Agarwal et al. 2018; Cho et al. 2019). In the present study, concentrations higher
than 0.39 pug/mL promoted a reduction in apoptotic cells compared to the control, but the
difference was not significant. Conversely, concentrations of 3.12 and 6.25 pg/mL
showed a significant increase in apoptotic cells compared to the control. The increase in
apoptotic cells may be related to the main compound, citral, because studies have shown
that this compound can inhibit cell growth and induce cell apoptosis, even when it is
derived from different sources (Bailly 2020; Rojas-Armas et al. 2020). In vitro studies
have demonstrated the induction of apoptosis or necrosis of cancer cells after treatment
with citral (Maruoka et al. 2018; Bayala et al. 2018). Cell cycle arrest in phases G1/S and
apoptosis have been characterized in many cases (Chaouki et al. 2009; Bayala et al. 2018).
In addition, citral induces apoptosis in a dose-dependent manner compared to the control

(Nigjeh et al. 2018).

Conclusion
The results of the present study indicate that C. citratus EO at the highest

concentrations caused toxic and teratogenic effects in zebrafish embryos and larvae.
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However, at lower concentration, the EO showed no toxicity. Therefore, this study
corroborates and complements studies on the safe use of C. citratus EO, which are still
scarce in the literature, and more detailed studies of its possible effects on animal models

are necessary.
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Table 1- Chemical constituents of the EO of Cymbopogon citratus identified by GC—
MS and their respective levels.

Constituents RI calc. RI lit. Content (%)
Myrcene 990 988 18.30 £ 0,15
(2)-p-Ocimene 1035 1032 0.36 +0,00
Linalool 1099 1095 0.55 +0,01
(2) Isocitral 1163 1160 1.38 £0,00
Isocitral 1182 1177 1.78 £0,00
Neral 1241 1235 29.0 +£0,04
Geranial 1254 1264 43.72+0,10
Geraniol 1272 1261 2.28 £0,01
Other 2.63
Total 100

The data are expressed as the percentages of the mean + standard deviation.

Table 2- Deformity rate of Danio rerio embryos and larvae at 120 hpf exposed to the EO
of Cymbopogon citratus at different concentrations

Concentration (ug/mL) Edema Caudal deformity Lordosis
Control 0.0+0.0" 0.0 +0.0% 0.0 +0.0%
0.39 0.0+0.0% 0.0 +0.0" 0.0 +0.0"
0.78 0.0+0.0" 0.0 +0.0% 0.0 +0.0%
1.56 0.3+0.14 3.01+0.58 0.67 + 0.1
3.12 0.6 +0.1 10.67 + 1.28 1.00 £ 0.2%
6.25 7.34+0.78 24.34 +2.2¢ 7.34+0.78

The data are expressed as the percentages of the mean + standard deviation. Means
that do not share the same letter in each column are significantly different (p <0.05).
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ARTIGO 2 - Avaliacdo do potencial anti-inflamatorio e antioxidante do oleo

essencial de Cymbopogon citratus em zebrafish
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RESUMO

A Cymbopogon citratus DC. Stapf (Poaceae), é popularmente conhecida como capim-
limdo e vérios atributos dessa planta ja foram relatados. No entanto, o uso de seu éleo
essencial (OE) em embrides e larvas de zebrafish (Danio rerio) ainda é limitado. Por esta
razdo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial anti-inflamatorio, através da
regeneracdo da nadadeira caudal, recrutamento de neutrofilos e avaliacdo do efeito
protetor do OE da C. citratus contra o estresse oxidativo, apoptose e espécies reativas de
oxigénio induzido por peroxido de hidrogénio no zebrafish. Foram testadas cinco
concentracdes do OE da C. citratus (6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 ug/mL) e seus efeitos
foram analisados na migracéo de neutréfilos, regeneracdo da nadadeira caudal, atividade
das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST), apoptose e na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), em
embrides e larvas de zebrafish. Os resultados mostraram uma reducdo significativa na
migracdo de neutréfilos em todos os tratamentos com OE, quando comparados com 0s
do grupo controle. As maiores concentragdes de OE (3,12 e 6,25 pg/ml) apresentaram
uma reducdo significativa do processo de regeneracdo da nadadeira caudal. Além disso,
foi observada uma reducdo significativa da atividade da SOD em todas as concentragdes
do OE. A atividade da CAT foi significativamente menor no grupo 3,12 pug/ml. Por outro
lado, a atividade da GST aumentou significativamente nos grupos 0,78 e 1,56pg/ml,
quando comparados ao grupo controle. N&o houve diferenca significativa na producéo de
ROS. Uma reducdo da apoptose celular foi observada em todas as concentracdes do OE,
quando comparadas com o controle H2O>. Os resultados do presente estudo, indicam que
0 OE da C. citratus possui potencial para efeito anti-inflamatdrio, regenerativo, e protecéo
contra formacao de radicais livres.

Palavras-chave: Danio rerio. Radicais livres. Capim-lim&o. Planta medicinal.
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1. Introducdo

O uso de plantas medicinais tem sido a base da medicina tradicional ha milhares
de anos, mas menos de 10% dessa biodiversidade é utilizada (RAJCEVIC et al., 2022).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), 80% dos paises em desenvolvimento
utilizam a medicina tradicional apenas na atencdo priméria a saude, dos quais 85%
utilizam plantas medicinais e extratos vegetais (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA,
2012). Existem varios fatores motivadores para o uso de plantas medicinais no Brasil,
como a diversidade de plantas e o baixo custo associado aos tratamentos, que tém
despertado o interesse de programas e profissionais de saude (SANTOS et al., 2011).

A Cymbopogon citratus (DC.) Stapf é popularmente conhecida como capim-
limdo e é uma das plantas medicinais mais reportadas no Brasil, no que se refere a sua
aplicacdo na satde humana (KARAMI et al., 2021). Os efeitos medicinais da espécie séo
provenientes do 06leo essencial (EO) (KARAMI et al., 2021). OE é um produto derivado
de metabdlitos secundarios produzidos por espécies vegetais e € uma fonte rica para o
desenvolvimento de novos farmacos (BOULOURI et al., 2022), tal fato, propicia o
direcionamento de investigacbes fitoquimicas do OE nas espécies de Cymbopogon
(KARAMI et al., 2021). Segundo o levantamento bibliografico conduzido por Tibenda et
al. (2022), o OE de C. citratus demonstrou efeito antiprotozoario, antibacteriano,
antifangico, antimalaria e inseticida.

O estudo de compostos naturais e substancias derivadas de plantas é complexo,
visto que, sdo combinacGes de multiplos metabolitos que podem sofrer alteragdes em sua
atividade quando retirados do meio ambiente (L1 e WENG, 2017) . Para averiguar se uma
planta possui potencial como medicamento, é de suma importancia pesquisar diversos
fatores, incluindo cultivo, etnofarmacologia, utilizacdo, extracdo e caracterizacdo de
ingredientes ativos, eficacia, seguranca e avaliacdo pré-clinica e clinica (STUART et al.,
2020). Alem disso, avaliacdes toxicoldgicas em animais sdo necessarias para determinar
as possiveis consequéncias negativas e, diante das mdltiplas configuragcdes quimicas
encontradas em substancias naturais, é possivel descobrir novas moléculas que possam
ser transformadas em medicamentos (AWARE et al., 2022).

O zebrafish (Danio rerio) € um modelo vantajoso para estudos de drogas com
potencial para tratar doengas (MIZGIREV e REVSKOY, 2010) e é um substituto
adequado para animais de laboratdrio, tais como ratos, camundongos e coelhos
(MODARRESI CHAHARDEHI; ARSAD; LIM, 2020) e devido as semelhancas
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morfologicas, genéticas e fisiologicas com humanos (TEAME et al., 2019). O zebrafish
permite obter resultados rapidos e precisos sobre vérias substancias e seus possiveis
impactos, o que € um dos principais objetivos das pesquisas que envolvem toxicidade
(BAMBINO e CHU, 2017; HAN et al., 2018). Além do mais, é de facil manuseio, rapido
desenvolvimento (CABALLERO; CANDIRACCI, 2016), baixo custo, utilizacdo de
todos os estagios de vida (JAYASINGHE e JAYAWARDENA, 2019), genoma
sequenciado (PHAM et al., 2016), reproducdo externa e embrides transparentes (HE et
al.,, 2014). Desse modo, a utilizacdo desse modelo fornecerd informacdes sobre
mecanismos de toxicidades de plantas medicinais e facilitara a identificacdo e descoberta
de novos medicamentos para o tratamento de doengcas (MODARRESI CHAHARDEHI;
ARSAD; LIM, 2020).

Portanto, o presente estudo avaliou o potencial anti-inflamatorio, atraves da
regeneracdo da nadadeira caudal, recrutamento de neutrofilos e avaliacdo do efeito
protetor do OE da C. citratus contra o estresse oxidative, apoptose e espécies reativas de
oxigéneio (ROS) induzido por peroxido de hidrogénio no zebrafish.

2. Material e Métodos

2.1 Declaracdo ética em experimentos com animais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
orientacOes éticas para o cuidado e uso de animais de laboratdrio, conforme aprovagédo
do Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de Lavras-
UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob o protocolo n® 003/2021 e de acordo com as diretrizes do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2 Material vegetal e preparagédo do 6leo essencial

A coleta de C. citratus foi realizada no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, Lavras, MG, Brasil (21° 13’ 48.8”" S; 44° 58’
28.5”> W). A espécie foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Lavras
(ESAL18409). As folhas foram cortadas e pesadas em balanca analitica para a obtengdo

do OE vegetal. A extracdo do OE foi realizada no Laboratdrio de Fitoquimica da UFLA,
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seguindo os procedimentos descritos por (MAGALHAES et al., 2013). Utilizando 996,14
g de folhas frescas e 8 litros de 4gua destilada, as amostras foram tratadas pela técnica de
arraste a vapor por 3 horas. Apos a extracdo, o OE foi purificado por decantagdo e
armazenado no freezer (-4°C) por 24 horas. A taxa de extracdo do 6leo foi expressa em
mg/g de massa seca da planta (CARVALHO et al., 2020).0 material foi mantido em
temperatura ambiente e protegido da luz até a realizacdo dos bioensaios. As concentragdes
do OE utilizadas foram 6,25; 3,12; 1,56; 0,79; 0,39 pg / mL diluidas em 0,5% de
dimetilsulfoxido (DMSO). As concentracdes foram determinadas corforme proposto por
(HE et al., 2018; KIM et al., 2017).

2.3 Manutencéo do zebrafish e coleta de embrides

Os animais foram mantidos em uma rack especifica para a espécie (Rack Hidrus,
modelo ZEB-60). Foram utilizados 100 animais adultos de zebrafish linhagem selvagem
(WT), sendo mantidos dez animais por aquario, onde machos e fémeas foram separados
por uma divisoria de acrilico perfuradas no sistema de recirculacdo. Os animais foram
mantidos em fotoperiodo com 14:10 (luz:escuro), temperatura de 28°C e alimentados
duas vezes ao dia com racédo floculada e uma vez ao dia com néuplios de artémia.

Pela manha, as divisorias dos aquarios eram retiradas meia hora antes do término
do periodo escuro e os animais eram acondicionados em criadeiras de acrilico para
acasalamento. Ap0s duas horas, d os embrides eram coletados e colocados em uma placa
de petri com o0 meio E3 (5 mM NacCl, 0,17 mM KClI, 0,33 mM CacClz, 0,33 mM MgSOa,),
até a realizacdo dos ensaios biologicos (ZHAO et al., 2019).

2.4 Atividade inflamatoria

2.4.1 Migracao de neutrdfilos

Para avaliar a migracdo de neutrofilos, foram utilizados 60 embrides por
tratamento, em triplicata, com 8 hpf expostos a 0,003% de 1-fenil-2-tioureia (PTU; Sigma
-Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) para bloquear sua melanizagdo. Apds 72 horas pds
fertilizagdo (hpf), as larvas foram expostas as diferentes concentragdes do OE durante 2
horas antes de serem submetidas a uma lesdo na nadadeira caudal. Em seguida, as larvas

foram anestesiadas com 0,016% de tricaina, colocadas em uma placa de petri e 0s
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primordios das barbatanas cortados com uma lamina de bisturi cirargico logo apos a
notocorda, utilizando um estereomicroscopio (HASEGAWA et al., 2017). As larvas
foram entdo retornadas para as solugfes testadas e incubadas a 28+1°C por 6 horas
(POLEDNIK et al., 2018).

Apbs as 6 horas, as larvas foram fixadas com uma solucéo de paraformaldeido a
4% durante a noite e coradas usando Sudan Black por 20 min. (POLEDNIK et al., 2018).
Em seguida, foram lavadas em etanol 70% para remover o excesso de coloracao e facilitar
a visualizacdo de neutréfilos individuais (WALTER et al., 2009). As imagens foram
fotografadas e a contagem foi realizada utilizando um estereomicroscopio (Olympus,
CX31, Toquio, JP).

2.4.2 Regeneracdo de cauda

Para avaliar a capacidade de regeneragéo de cauda, foram utilizadas vinte larvas
de zebrafish, seguindo o protocolo descrito por Sun et al. (2019). Os embrides foram
cultivados no meio E3 até 72 horas pos-fertilizacéo (hpf). Posteriormente, as larvas foram
anestesiadas com 0,016% de tricaina e colocadas em uma placa de Petri. Utilizando um
estereomicroscopio (Olympus, CX31, Tokyo, Japdo), os primdrdios das barbatanas
caudais foram cortados com uma lamina de bisturi cirargico na regido logo apds a
notocorda (HASEGAWA et al., 2017).As larvas foram imediatamente fotografadas ap6s
a amputacdo (0 hora pos-amputacao (hpa)) utilizando um microscépio (Olympus, modelo
Téquio, JP). Em seguida, as larvas foram colocadas em suas respectivas concentracdes
de OE em uma placa de 96 pogos (1 larva por pogo) com 200 ul e fotografadas novamente
72 horas poés-amputacdo (hpa). A area regenerada da nadadeira caudal da larva foi

quantificada usando o software Motic Image Plus 3.0.

2.5 Atividade antioxidante e apoptotica induzida por peréxido de hidrogénio (H202)

Para analisar o efeito antioxidante e apoptotico do OE foi utilizado o perdéxido de
hidrogénio (H202) como indutor intracelular do estresse oxidativo (KIM et al., 2021).
Este composto quimico se difunde facilmente através da membrana celular reagindo com
os ions intracelulares, originando a geracéo de radicais hidroxila, altamente reativos e
induzindo a morte celular via sinalizagéo oxidativa (JANG et al., 2009; JAYASINGHE e
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JAYAWARDENA, 2020; KANG et al., 2015; SIES, 2017). Os embrides logo apos a
reproducdo foram expostos as concentraces do OE por 1 hora. Em seguida, adicionou-
se 7,5 mM de H2O2 em cada placa (KANG et al., 2015; SANTOS et al., 2020). Este

método foi realizado para ambas analises (itens 2.5.1 e 2.5.2).

2.5.1 Atividade antioxidante das larvas

Para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes, foram utilizadas um pool de
40 larvas por tratamento, com 96h de exposi¢cdo as diferentes concentracdes do OE
(SANTOS et al., 2020). Subsequentemente, as larvas foram colocadas em microtubos
juntamente com 400 pL de tampao-fosfato salino (PBS) frio (0°C) e maceradas com um
bastdo de vidro. Os homogenatos foram entdo centrifugados a 4000 g por 15 minutos a
4° C, e o sobrenadante foi coletado e armazenada -20°C até a realizacdo das analises
(XIONG et al., 2019a; XIONG et al., 2019b).

A albumina de soro bovino foi usada como padréo para calcular as concentracées
de proteina usando o método de (BRADFOORD, 1976) a 595 nm. A atividade da catalase
(CAT) foi determinada pelo método de (CLAIBORNE, 1985) e os resultados foram
expressos em p/mol de H2O2 degradado por minuto por mg de proteina. A atividade da
superoxido dismutase (SOD) foi realizada de acordo com Song et al. (2009), em que uma
unidade de atividade de SOD (U) foi definida como a quantidade de enzima que causou
uma reducdo de 50% na taxa de fotorreducdo do NBT e os resultado foram expressos
como unidades de SOD por mg de proteina (GU et al., 2019; SONG et al., 2009). Habig
e Jakoby (1981) propuseram um método para medir a atividade da Glutationa-S-
transferase (GST). A atividade da GST foi mensurada por meio da formacdo do
conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno que foi estimada pela reducdo da absorbancia a
340 nm por 3 min, em espectrofotémetro. Os resultados foram expressos em unidade por
mg de proteina (VELKI et al., 2019).

2.5.2 Apoptose celular

Para a identificacdo das células apoptoticas utilizou-se vinte larvas com 72 hpf
tratadas com OE, em seguida, foram lavadas 2 vezes com meio E3. Posteriormente, foram

coradas em uma solugdo contendo 5 pg / mL de laranja de acridina (AO) por 20 minutos
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em ambiente escuro e temperatura ambiente (XIA et al., 2017; ZHAO et al., 2019). Logo
apos, lavadas 3 vezes com E3 durante 5 minutos cada e finalmente anestesiada com
tricaina a 100 mg/L. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada no espectrofotdmetro
(Tecan, Infinite 200 Pro, Suica) (excitacdo = 490 nm e emissdo =520 nm) e fotografadas

no microscépio de fluorescéncia (Zeiss V16 Axio Zoom com filtro de 546 nm).

3. Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, quando
atendido a este pressuposto foi realizada analise de variancia (ANOVA), diferencas
significativas foram determinadas pelo teste de post-hoc de Tukey a 5% de significancia,
utilizando o programa Minitab® versdo 18 (Minitab LLC, Stage College, PA).

4. Resultados

4.1 Migracdo de neutrofilos

Foi observada uma reducdo significativa na migracdo de neutréfilos em todos os
tratamentos com OE em comparagdo com os do grupo controle.
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Figura 1- Efeito do dleo essencial de Cymbopogon citratus na migracdo de
neutrofilos. Os dados sdo expressos como média £ SEM (n = 140 larvas por tratamento).
Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste
de Tukey.
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4.2 Regeneracéo de cauda

Durante o processo de regeneracdo caudal, as concentra¢des mais baixas do OE
(0,39; 0,78 e 1,56 pg/ml) ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle corte, no entanto, as concentra¢cdes mais altas (3,12 e 6,25 pg/ml)
inibiram o processo de regeneracdo, pois houve diferencas significativas em relacéo ao
grupo controle e ao controle corte.
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Figura 2- Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus na regeneracao de cauda.
Os dados sdo expressos como média £ SEM (n = 140 larvas por tratamento). Letras

sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre 0s grupos pelo teste de
Tukey.
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Figura 3- Imagens microscépicas da regeneracdo de cauda em larvas expostas ao 6leo

essencial de Cymbopogon citratus a 0 e 72 horas p6s amputacédo (hpa).

4.3 Atividade antioxidantes induzida por H>O>

A atividade da SOD foi reduzida significativamente em todas as concentrages. No

entanto, atividade da CAT ndo demonstrou diferenca significativa com o controle, exceto,

na concentragéo 3,12 pg/ml. Houve um aumento significativo na atividade da GST 0,78

e 1,56pg/ml (Fig.3).
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Figura 4- Efeito do 0leo essencial de Cymbopogon citratus na atividade das enzimas
antioxidantes SOD (A), catalase (B), GST (C) em embrides/larvas de zebrafish a 96 hpf.
Os dados sdo expressos como média £ SEM (n = 120 larvas por tratamento). Letras
sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de

Tukey.

4.4 Espécies reativas de oxigénio (ROS) e apoptose

N&o houve diferenca significativa na producdo de ROS quando comparado com
0 controle. Os resultados da apoptose demonstrou que concentracdo 0,39 pg/ml
apresentou uma reducdo na apoptose quando comparado aos demais tratamentos, porém
ndo houve diferenca significativa com o controle. A concentracdo 3,12 pg/ml teve uma

inclinacdo a reduzir também, porém foi igual as concentracdes 0,78 e 1,56 pg/ml.
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Figura 5-Efeito do OE de Cymbopogon citratus na producdo de ROS (A) e na apoptose
celular em larvas de zebrafish submetidas ao H>O> a 96 hpf (B). Os dados s&o expressos
como média + SEM da % do grupo controle (n = 120 larvas por tratamento). Letras
sobrescritas diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos pelo teste de

Tukey.

5. Discussao
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No presente estudo todas as concentracdes do OE de C. citratus demonstraram
um efeito anti-inflamatorio, visto que, reduziu significativamente a infiltracdo de
neutrdfilos durante a resposta inflamatéria em relagdo ao grupo controle. A migracdo de
neutrofilos é fundamental para respostas fisiologicas a lesdes e infecgdes ao tecido. Sdo
os primeiros leucdcitos recrutados para os locais de inflamagdo, onde fagocitam e
eliminam  microrganismos produzindo EROs e/ou proteinas antibacterianas
(KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013). O numero de leucocitos migratorios é
considerado uma medida da gravidade da resposta inflamatdria (HE et al., 2020), ou seja,
quanto menor o numero de neutrofilos presentes menor é a resposta inflamatdria. Além
disso, a atividade descontrolada e excessiva de neutr6filos pode levar inflamacéo
persistente, dano tecidual ou ao surgimento de doencas (YANG et al., 2018).

No estudo de Leite et al. (2010) o OE de C. winterianus inibiu a migracdo de
neutrofilos induzida por carragenina em camundongos de forma dose-dependente. Esse
bloqueio pode ser atribuido a inibicdo de mediadores inflamatorios, tais como, dxido
nitrico, prostaglandina E », interleucina (IL)-1p, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-a
que estdo envolvidos na migracdo celular (LORAM et al., 2007). Véarias moléculas,
incluindo alguns monoterpenos (neral e geranial), presentes no OE da C. citratus, podem
contribuir para a inibicéo parcial da liberagio de substancias inflamatdrias (PEREZ et al.,
2011). Estudos também demonstraram que o citral inibe a producdo de IL-1b, IL-6 e
TNF-a (EMILIO-SILVA et al., 2020; LIN et al., 2008). Além disso, estudo com OE de
capim-limdo, geranio e horteld que contém compostos como, citral, geranial, neral e
carvona também demonstraram que esses compostos inibem a producéo de citocinas pro-
inflamatoria (ABE et al., 2003; BOUKHATEM et al., 2014).

A migracdo de neutrofilos esta intimamente relacionada com o processo de
regeneracdo tecidual. E um processo pelo qual estruturas danificadas sdo capazes de se
reconstituir parcialmente ou completamente. O zebrafish apresenta regeneracao
epimorfica com alta capacidade regenerativa de varias estruturas complexas como,
barbatanas, coracdo, cérebro, retina e outros tecidos (GERMBERLING et al., 2013).
Durante esse processo dois tecidos caracteristicos, a epiderme da ferida e o blastema, sdo
induzidos em resposta & amputacdo tecidual, e suas a¢des coordenadas regulam a
proliferacdo e morfogénese celular e, assim, levam a regeneracdo (HASEGAWA et al.,
2017). A aplicacdo do OE de C. citratus para a avaliacdo da regeneracdo da cauda nas
larvas de zebrafish ainda ndo foi relatado na literatura. No presente estudo, as menores

concentracdes ndo apresentaram diferenca significativa com o controle corte, no entanto,
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as maiores concentracdes 3,12 e 6,25 pg/ml, o processo de regeneracdo foi inibido,
afetando assim a regeneracdo da nadadeira caudal, mesmo o OE tendo um resultado
positivo na migracdo de neutrofilos. O que pode estar relacionado com os resultados no
teste de embriotoxicidade em que as larvas nessas mesmas concentragdes apresentaram
alteracdes morfoldgicas como, lordose e deformidade de cauda. Estudos demonstram que
esses efeitos teratogénicos podem ser ocasionados pelos compostos encontrados no OE
como, citral, linalol, geraniol, acetato de geranila e a prépria combinacdo dos compostos
do OE (SINGULANI et al., 2018; SOUZA et al., 2020). Visto que, atuam rapidamente
sobre o organismo podendo afetar as taxas respiratorias acarretando danos aos processos
fisiologicos e atividades musculares, ocasionando paralisia permanente (PLATA-
RUEDA et al., 2020). Podendo explicar assim, a inibicdo da regeneracdo nas maiores
concentragoes.

Os estudos sobre regeneracdo estdo interligados com estudos sobre
desenvolvimento embrionério (VIERA-VERA; GARCIA-ARRARAS, 2019). Por esse
motivo, moléculas sinalizadoras conhecidas por regular processos de desenvolvimento
sdo objeto de muitas pesquisas sobre regeneracdo. Um exemplo € o cido retindico (AR),
que esta envolvido em varios processos regenerativos, como a regeneracao das nadadeiras
e do coracdo no zebrafish (GUDAS, 2012).

O citral, que é um dos compostos do OE da C. citratus, tem sido utilizado como
inibidor da via de sinalizacdo do AR, afetando a regeneracdo tecidual. Estudo com larvas
e adultos de zebrafish expostas ao citral demonstram que houve inibicdo da sinalizacdo
de AR prejudicando assim o epitélio da ferida, formacdo de blastema e blogueando a
regeneracdo da nadadeira (MATHEW et al., 2009). Pesquisa com pepino do mar,
demonstra que houve uma reducdo significativa no rudimento intestinal, divisdo e
desdiferenciacdo celular nos tecidos regenerados quando comparado com o controle
(VIERA-VERA, GARCIA-ARRARAS, 2019). Em um estudo com axalote demonstram
que o citral causou uma taxa mais lenta de regeneracdo dos membros
anteriores prejudicando gravemente o padrdao dos membros (SCADDING,1999) e inibiu
a formacdo da metade posterior do intestino (es6fago, estdbmago, intestino) apos
amputacdo (KANEKO et al., 2010).

O organismo sofre varias rea¢des quimicas de oxidacao e reducéo de elétrons que
sdo de suma importancia para os processos metabolicos (GULCIN, 2011; GULCIN,
2020). Quando ha o desacoplamento de elétrons na Gltima camada de valéncia tem-se a

geragdo de radicais livres, que sdo altamente instaveis e reativos (GULCIN, 2020; NEHA
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et al., 2019). A producédo excessiva de radicais livres ou uma deficiéncia dos sistemas
antioxidantes, origina a condicdo de estresse oxidativo (GULCIN, 2020; NEHA et al.,
2019).

Enzimas antioxidantes como, SOD, CAT e GST séo conhecidas por desempenhar
papéis centrais nos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo induzido por
radicais livres (ISLEKEL et al., 1999; NITA et al., 2001). SOD ¢ a principal enzima de
defesa contra a superproducéo de O >, convertendo-o em H20.. (NITA et al., 2001). A
CAT degrada o H202 em H20 e O, (MIRGHAED; PAKNEJAD; MIRZARGAR, 2020;
WU et al., 2011). As GSTs sdo enzimas que agem diretamente na biotransformacéao de
compostos exdgenos e enddgenos, desintoxicando o organismo das EROs (DRINGEN;
GUTTERER; HIRRLINGER, 2000; CHATTERJEE e GUPTA, 2018; GLISIC et al.,
2015). Este estudo utilizou 0 H20> como indutor intracelular do estresse oxidativo e
apoptose celular, uma vez que este radical livre induz a morte celular através da
sinalizacdo oxidativa (JAYAWARDENA et al., 2020; SIES, 2017). H20. € uma molécula
estavel que se difunde rapidamente através da membrana celular como um transportador
especifico e é convertida em radicais hidroxila altamente reativos (JANG et al., 2009).

No presente estudo, os animais foram tratados previamente com o OE de C.
citratus. Os niveis da SOD diminuiram significativamente, podendo indicar que o OE
agiu como antioxidante, visto que, o organismo ndo produziu SOD para combater as
EROs. As reducdes observadas podem ser atribuidas a um mecanismo de acdo
antioxidante simultanea entre os compostos (ANDRADE et al., 2014), como, 0s
monoterpenos, principalmente o citral, que mostrou sua atividade antioxidante em outras
pesquisas (BICAS et al., 2011; MIGUEL, 2010). Um estudo que utilizou o OE de C.
martiinii na inalacdo de ratos demonstrou reducdo na atividade da SOD, devido a acao
concomitante dos compostos linalol e g — cariofileno (ANDRADE et al., 2014), que
podem ser encontrados no OE de C. citratus, mostrado em nosso estudo anterior. Dado
que, a capacidade de sequestro de radicais livres necessita do numero de radicais de
hidroxila na molécula (FAINE et al., 2006), a utilizagdo do OE C. citratus pode ter
contribuido para a reducéo na formacéo de EROs.

Ocorreu aumento nos niveis da CAT, exceto na maior concentra¢do que obteve
uma diminuicéo significativa em relacdo ao controle. Os resultados da CAT podem ser
explicados pelas dosagens utilizadas. As concentragdes inferiores a 3,12 pg/ mL ndo
foram suficientes para inibir a agdo das EROs presente no organismo (ANDRADE et al.,

2014), uma vez que, a inducgéo do estresse no organismo disponibilizou muito H202 no
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meio. Dados experimentais mostraram que 0s terpenoides, que sdo 0s principais
componentes dos OEs, sdo responsaveis por sua a¢do antioxidante (GRABMANN, 2005;
FADEL et al., 1999), podendo explicar a diminuicéo da atividade da SOD e da CAT.

Os niveis da GST aumentaram principalmente nas concentragdes 0,78 e 1,56 ug/
mL. Buch et al. (2012) avaliou o efeito neuroprotetor do OE de C. martinii contra o
estresse oxidativo induzido por isquemia/reperfuséo cerebral (I/R) global em ratos,
demonstrou resultado semelhante na atividade da GST.

A superproducdo de ROS estd correlacionada com a morte celular, pois o
desequilibrio idnico pode levar a danos diretos e indiretos aos acidos nucleicos, alterar a
estrutura e a funcdo de lipidios e proteinas celulares e, por fim, levar a morte celular
(GULCIN, 2020; NEHA et al., 2019). Os resultados deste estudo mostraram que todas as
concentracdes do OE nao foram diferentes quando comparado com 0s grupos controles.
No entanto, os resultados da apoptose demonstram que todas as concentracfes do OE
reduziram a apoptose em comparagao com o grupo controle H20.. As concentragdes 0,39
e 3,12 pg/ ml reduziram a apoptose celular, porém ndo foi observado diferenca
significativa quando comparado com o controle e a concentracdo 3,12 g/ ml foi igual as
concentragdes 0,78 e 1,56 pg/ ml e ao DMSO.

Os possiveis responsaveis por essa inibicdo da apoptose celular pode ser a propria
composicdo do OE, visto que, existe estudo que mostrou o efeito positivo do OE na
neuroprotecdo da necrose celular induzida pelo glutamato (TAYEBOON et al., 2013).
Além disso, estudo com Litsea cubeba que possui o citral como composto ativo, o
majoritario do OE da C. citratus, demonstrou possivel potencial renoprotetor para
inflamacdo renal com base no seu efeito antiapoptético (YANG et al., 2013). Portanto,

OE pode ter exercido um efeito protetor nas larvas expostas ao H20:.

6. Conclusdo

Os resultados do presente estudo indicam que o OE da C. citratus possui potencial
anti-inflamatorio e protetor contra radicais livres. Portanto, esse trabalho corrobora e
complementa estudos, sobre a utilizacdo segura do OE da C. citratus o que ainda é escasso
na literatura e se faz necessario estudos mais detalhados dos seus possiveis efeitos

manipulando um modelo animal.
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