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RESUMO GERAL

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde a antiguidade devido as suas
propriedades terapéutica, sendo empregadas de diferentes maneiras como chas, xaropes,
cataplasmas e oleo essencial. Os OE s3o metabdlitos secundarios produzidos por plantas
aromaticas que ficam armazenados em estruturas especializadas. Esses liquidos
aromaticos podem ser obtidos de diferentes partes das plantas. A finalidade desses 6leos
¢ a protecdo contra organismos patogénicos ou animais e atragdo de dispersores. Porém,
o oleo essencial da C. citratus (capim-limao), ¢ utilizado nas industrias farmacéuticas
como, anti-hipertensivo, antiasmatico, antisséptico, antitérmico, antirreumatico e
miorrelaxante, nas induastrias alimenticias para conservacdo de alimentos frescos e
cosméticos na producdo de sabonetes e mascaras faciais. A necessidade por produtos
obtidos diretamente das plantas tem crescido muito atualmente no mercado. Devido a
grande utiliza¢do popular da C. citratus é necessario pesquisas para analisar a seguranca
desta planta, beneficios e efeitos em um modelo experimental animal. O Danio rerio
(zebrafish) ¢ um modelo animal de baixo custo, todos os estagios de vida pode ser obtido
em laboratorio, possui desova abundante, embrides translicidos, o que permite avaliagao
do desenvolvimento embrionario, tamanho pequeno e ¢ um vertebrado que possui cerca
de 70% do seu genoma semelhante aos humanos, permitindo assim estudos filogenéticos,
anatomia e fisiologia. Muitos compostos oriundos de plantas medicinais utilizados por
seres humanos foram testados primeiramente no modelo zebrafish, principalmente em
relagdo a possiveis efeitos toxicos ou teratogénicos. Portanto, tornando-se um excelente

modelo para pesquisas.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a utilizagdo de 6leos essenciais (OE) de plantas vem antes
mesmo da era cristd. As cita¢des historicas sobre a obtencdo e utilizagdo desses 6leos
estdo ligadas, aos paises orientais, se destacando o Egito, Pérsia, Japao, China e ndia
(VITTI; BRITO, 2003).

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

A necessidade por produtos obtidos diretamente das plantas tem crescido muito
atualmente no mercado. Algumas substancias presentes nos OE possuem alto valor
comercial, podendo ser isoladas do 6leo ou mesmo sintetizadas em laboratorio, a
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf — Poaceae ¢ 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;
QUEIROZ, 1993; IAC, 2007; LORENZI; MATTOS, 2002; NASCIMENTO et al., 2003;
PRINS et al., 2008; SERRA; FUGANTI; BRENNA, 2005). Devido a grande utilizagao
popular do C. citratus ¢ necessario pesquisas para analisar a seguranga desta espécie
(COSTA et al., 2005).

O Danio rerio, conhecido popularmente como zebrafish é um modelo animal
estabelecido em diversas areas de pesquisas, desde biologia do desenvolvimento, doengas
metabodlicas, genética humana, patologia humana, comportamento, toxicologia e
neurociéncia (BROUGHTON; MILAM; ROE, 2001; DOOLEY; ZON, 2000; LEVIN;
CHEN, 2004; RICO, 2007, SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999; ZANG;
MADDISON; CHEN, 2018). Além disso, diversos compostos e medicamentos que sdo
oriundos de plantas medicinais e que sdo utilizados pelos seres humanos, foram testados
no zebrafish, devido a possiveis efeitos toxicos ou teratogénico (DOS SANTOS, 2016).

Esses fatores permitiram com que o zebrafish torna-se um modelo excelente para

pesquisas in vivo (CRAWFORD; ESGUERRA; WITTE; 2008). Desse modo, possibilita



novos estudos para descobertas de novas propriedades, moléculas e pesquisas que possam
desvendar os efeitos e beneficios do 6leo essencial da C. citratus em humano.
Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial toxico do OE da C.

citratus no desenvolvimento embrionario de zebrafish.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente trabalho foi executado com o objetivo de realizar a extracdo de 6leo essencial
da espécie Cymbopogon citratus e avaliar os efeitos do mesmo sobre os embrides e larvas

de zebrafish.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a toxicidade do oOleo essencial de Cymbopogon citratus em
embrides de zebrafish até 120 horas pos fertilizagao.

e Avaliar as alteragdes morfologicas em embrides e larvas da espécie Danio
rerio submetidas a diferentes concentracdes do Oleo essencial de
Cymbopogon citratus.

e Verificar a taxa de sobrevivéncia e eclosdo de embrides e larvas da
espécie Danio rerio submetidas a diferentes concentragdes do Oleo

essencial de Cymbopogon citratus.

3 OLEOS ESSENCIAIS

3.1 Historia e Importancia economica

A histéria dos OE comegou no Oriente, especificamente no Egito, Pérsia e India.
Documentos histéricos mostram que os egipcios usavam 6leos aromaticos desde 4500
a.C. O conhecimento sobre como os primeiros 6leos foram preparados e para quais
objetivos, sdo escassos ¢ extremamente vagos (GUENTHER; ALTHAUSEN, 1948).
Entretanto, especula-se que esses produtos eram preparados usando flores, raizes e folhas
que continham O6leos gordurosos. Somente depois de algum tempo os arabes
desenvolveram a técnica de destilagdo de OE 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 produgdo de o6leos essenciais. O aprimoramento do
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conhecimento de 6leos essenciais levou a uma forte expansao na producao, e o uso de
oleos volateis na medicina tornou-se subordinado aos usos em alimentos, bebidas e
perfumes (GUENTHER; ALTHAUSEN, 1948)

Os OE sa0 o 446° produto mais negociado do mundo ¢ o 1018° produto
mais complexo,pois apresenta centenas de compostos quimicos , de acordo com o Indice
de Complexidade do Produto (PCI). Os principais exportadores de OE sdao Estados
Unidos (US $ 697 milhdes), india (US $ 665 milhdes), China (US $ 522
milhdes), Franga (US $§ 466 milhdes) e Brasil (US $§ 409 milhdes). Os principais
importadores sdo Estados Unidos (US $ 1,27 bildes), Franga (US$ 444
milhdes), Alemanha (US $ 353 milhdes), Reino Unido (US $ 341 milhdes) e india (US
$ 258 milhdes) (SIMOES; LANDRY; HIDALGO, 2010).

Na tltima década, o Brasil é um dos destaques na produgdo de OE ao lado da India, China
e Indonésia, que sdo considerados os grandes produtores mundiais (MIRANDA, 2010).
A industrializagdo dos OE no Brasil teve inicio a partir do século XX, baseado no
extrativismo de esséncias nativas, principalmente do Pau-Rosa (Aniba rosaeodora Ducke
— Lauraceae). Apo0s a crise na produ¢do de OE nos paises ocidentais a partir de 1940, em
virtude da II Guerra Mundial, a producao OE no Brasil passou a ser feita de forma mais
organizada, com a introducdo de outras culturas para obtencdo de 6leos de laranja (
Citratus sinensis L. Osbeck- Rutaceae), eucalipto (Eucalyptus globulus Labill-
Myrtaceae), capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf — Poaceae) , e outros,
voltada, basicamente, para o mercado externo (HOMMA, 2003). Nas décadas seguintes,
contudo, empresas internacionais produtoras de perfumes, cosméticos, produtos
farmacéuticos e alimentares passaram a se instalar no pais, contribuindo para a

solidificagdo e desenvolvimento do nosso mercado interno (SEBRAE, 2020).

3.2 Definicao e Caracteristicas

Os OE sao misturas complexas volateis, naturais, geralmente odoriferas e liquidas.
Sdo substancias soliiveis em solventes apolares e possuem solubilidade limitada em agua,
mas suficiente para aromatizar solugdes aquosas, evaporam rapidamente a temperatura
ambiente, por isso, sdo chamados de esséncias, 6leos volateis ou etéreos. Os OE sao
metabolitos secundarios produzidos por plantas aromaticas que ficam armazenados em
estruturas especializadas, como tricomas, pélos glandulares, células modificadas do

parénquima, canais ou bolsas secretoras (PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR;
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IGNACIMUTHU, 2006; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Esses liquidos aromaticos podem ser obtidos através das flores, brotos, sementes,
folhas, galhos, cascas, madeira, frutas e raizes (PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR;
IGNACIMUTHU, 2006). A finalidade do OE ¢ a protecao das plantas contra bactérias,
virus, fungos, inseticidas e herbivoria, reduzindo sua atracao por elas. Além disso, os OE
podem repelir ou atrair alguns insetos favorecendo a dispersdo de polens e sementes
(BAKKALI et al., 2008). A estrutura quimica dos OE ¢ composta basicamente por
carbono, oxigénio e hidrogénio, possui uma classificagdo quimica complexa, visto que
sdao formados por uma mistura de diversas moléculas organicas, como hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois, éteres, ésteres, aldeidos, cetonas, fenodis, entre outras (MIRANDA,
2010). Os OE apresentam-se em misturas de diferentes concentragdes de constituintes
quimicos, tendo, normalmente, um ou dois compostos majoritarios, como os terpenoides
e fenilpropanoides (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Contudo, a composi¢do dos OE ¢
determinada geneticamente, podendo variar de acordo com a origem botanica,
quimiotipo, ciclo vegetativo, fatores da natureza e método de obtengdo (SIMOES et al.,
2007).

Os trabalhos com OE demonstraram caracteristicas terapéuticas interessantes
como a¢ao antibacteriana promovida pelo C. citratus , alecrim (Rosmarinus officinalis L.
— Lamiaceae), orégano (Origanum vulgare L. — Lamiaceae), dente de alho (Allium
sativum L. — Amaryllidaceae), agafrao (Curcuma longa L. — Zingiberaceae), e tomilho
(Thymus vulgaris L. — Lamiaceae) (BASSOLE et al., 2003. BURT; REINDERS, 2003;
FARAG et al., 1989; NEGI et al., 1999; SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998).
O o6leo de canela (Cinnamomum verum J. Presl — Lauraceae) possui acdo antifungico e
antidiabéticos (BABU; PRABUSEENIVASAN; IGNACIMUTHU, 2007; MOREIRA et
al., 2007), o de absinto (Artemisia absinthium L. - Asteraceac) possui fortes
caracteristicas antioxidante (KORDALI et al., 2005), ¢ o 6leo da Croton flavens L.
(Euphorbiaceae) e conhecida popularmente como ti baume, copahu e croton amarelo,
demonstrou ser eficiente no tratamento de duas linhas de células tumorais: linhas
celulares A-549 (carcinoma do pulmdo humano) e DLD-1 (adenocarcinoma do colon
humano) (SYLVESTRE et al., 2006).

Estudos demonstraram também que o OE de manjericdo-santo (Ocimum tenuiflorum
Burm. F- Lamiaceae) possui atividade anti-inflamatoéria (SINGH; MAJUMDAR, 1999),
o de C. citratus e geranio (Pelargonium graveolens- Geraniaceac) pode melhorar o

sistema imune e modular a microbiota intestinal e além disso possui acao vermicida (AL-
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SAGHEER et al,. 2018; KPOVIESSI et al., 2014) ¢ o 06leo de eucalipto (Eucalyptus
globulus Labill. — Myrtaceae) possui efeito analgésico (SILVA et al., 2003).

3.3 Métodos de obtencao

Diversos estudos ja relataram que os diferentes métodos de extracao utilizados
para obtencao dos OE interferem na sua composicao (CHARLES; SIMON, 1990), sendo
demonstrado no trabalho de Costa et al. (2005) que até o tamanho do fragmento do vegetal
utilizado também influéncia no rendimento do mesmo.

Diante do exposto, foi visto que ha diferentes maneiras de extragdo do 6leo da C.
citratus, planta escolhida para o atual estudo. E recomendado pela ASTA (1968, p.8- 11)
uma amostra de 75g (massa seca) ou 200g (massa fresca) para a quantificacdo do
rendimento do 6leo.

Foi observado na literatura duas formas de extracdo da C. citratus, um método
usando o microondas sem solvente e outra através da hidrodestilacio no aparelho
Clevenger (AJAIY; SADIMENKO; AFOLAYAN; 2016; LUCCHESI; CHEMAT;
SMADIJA; 2004).

Em ambas as técnicas, houve predominancia de monoterpenos. Os compostos
oxigenados principais encontrados foram linalol, citral, citronelol, trifluoroacetil-
lavandulol, 4cido geranico, pinacol, geraniol, 2,3-epdxi-geranilacetato, geranilbutanoato
e fitol (AJAIY; SADIMENKO; AFOLAYAN; 2016; LUCCHESI; CHEMAT; SMADIJA;
2004).

Em outro estudo usando apenas o método de hidrodestilagio 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 p-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), isdmero cis geranial € no trans-isomero neral, estavam
presentes no 6leo cerca de 73,3%. Encontrou-se neste 6leo 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), o objetivo foi testar diferentes tempos de

extracdo com a técnica de arraste a vapor. Nos 8 minutos iniciais o rendimento foi de
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0,320ml 100g™!, 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 nao 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
Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, utilizou também a extrag¢do através
da técnica de arraste a vapor apresentado o mesmo rendimento para o alecrim-pimenta e
da C. citratus (MAGALHAES et al., 2013).

No Laboratorio de Operagdes Unitarias (LOPE), situado na Faculdade de
Engenharia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, os OE da citronela
(Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor - Poaceae), que ¢ do mesmo género da C.
citratus e do alecrim, foram obtidos através da extragdo 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 os compostos minoritario, acetato de geranilo (2,75%), B- elemeno (1,16%),
a-amorfeno + germacreno D (2,67%), o-cadineno (1,90% ) e elemol (1,18%). Os
compostos majoritarios do 6leo de alecrim foram 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%), a-terpineol (1,36%), geraniol (1,58%), acetato de bornila
(0,72%) e (E)-cariofileno (2,00%) (STEFFENS et al., 2010).

4 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf - Poaceae

4.1 Origem e Aspectos botanicos

O nome Cymbopogon ¢é 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 expressdao “lemongrass”, que significava popularmente
capim-limao (STAPF,1906). Foi inicialmente descrita como Andropogon citratus por De

Candolle e re-classificada por Otto Stapf em 1906. Apresenta diversos sindnimos,



15

Andropogon ceriferus Hack, Andropogon citratus DC., Andropogon citratus DC. ex
Nees, Andropogon citriodorum Hort. ex Desf., Andropogon nardus subesp. ceriferus
(Hack) Hack, Andropodon roxburghii Nees ex Steud, Andropogon schoenanthus L. e
Cymbopogon nardus subvar (CATALOGUE, 2003).

C. citratus pertence a familia Poaceae originaria do sudeste Asiatico e tém ampla
distribuigdo em diversos paises como, Guatemala, india Meridional, China, Filipinas, Sri
Lanka e Brasil, visto que sdo muito resistentes as variagdes de solo e clima. E geralmente
conhecida popularmente como capim-limao, erva-cidreira, capim-santo, capim-catinga,
capim-de-cheiro, capim-cidrao, capim-cidrilho, capim-cidré6 e capim-ciri (GOMES;
NEGRELLE, 2003; MARTINAZZO et al., 2007; SANTOS et al., 2009).

A C. citratus (FIGURA 1) 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 limao e possui sabor
aromatico ardente. Suas folhas também apresentam colorag¢do verde-palida, sdo dsperas
nas duas faces devido ao fato de serem recobertas por uma fina camada de cera, cortantes,
amplexicaule, lanceolada, moles, nervura grossa e caniculada. O florescimento ¢ raro e

as flores sao estéreis (GOMES; NEGRELLE, 2003).

Figura 1- Cymbopogon citratus

Fonte: Arquivo pessoal
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A espécie produz OE que € conhecido internacionalmente como lemongrass e ¢
comercializado visto que, ¢ utilizado em industrias alimenticias, fragrancias, cosméticos,
sabonetes, detergentes e perfumarias, devido ao seu aroma tipico de limao 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-citral) e
neral (B-citral) (FIGURA 2), acompanhado em menor quantidade pelo mirceno. O mesmo
possui acdo calmante e espasmolitica comprovada e o mirceno apresenta atividade

analgésica (MATOS, 2000, p.344).

Figura 2- Estruturas moleculares dos estereoisomeros do citral (geranial e neral).

CH4 CH3
CH
CHO 3
AN AN
CH, CHO
CHs CH, CHy CHs
Geranial (trans) Neral (cis)

4.2 Aspectos etnobotanicos

C. citratus ¢ cultivada em paises tropicais principalmente na América do Sul,
Africa, India, Australia e nos Estados Unidos. No Brasil, as regides sul e sudeste se
destacam. No Estado do Parand, maior produtor de plantas medicinais aromaticas do pais,
aproducdo de C. citratus ocupa posi¢do de destaque e ¢ um dos produtos mais valorizados
do estado. O valor bruto médio da produgao agricola de 2008 a 2012 foi de R$ 717.647,00
+274.560,00 (GOMES; NEGRELLE, 2015). A C. citratus comegou a ser utilizado desde
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o periodo pré-védicos 400 a.C- 1500 a.C., na medicina Ayuerved, mais antiga da China
(WILSON, 2018).

Essa espécie ¢ cultivada fortemente para producdo comercial de OE , sendo que,
¢ utilizado principalmente em perfumaria e cosmética, na preparacdo de coldnias,
sabonetes e desodorantes. Porém, seu emprego na indlstria farmacéutica vem
aumentando, visto que, o citral ¢ mais abundante na matéria-prima e relativamente barata,
para obtencao de outros produtos com maior valor comercial, como por exemplo, a 3-
ionona, que ¢ utilizada como intermediario na sintese da vitamina A (CRAVEIRO; DE
QUEIROZ, 1993; IAC, 2007; LORENZI; MATTOS, 2002; NASCIMENTO et al., 2003;
PRINS et al., 2008; SERRA; FUGANTI; BRENNA, 2005).

A C. citratus ¢ utilizada como, antinociceptivo, ou seja, anula ou reduz a
percepgdo e transmissdo de estimulos que causam dor (VIANA et al., 2000), possui
potencial anti-inflamétorio (SANTIN et al., 2009), antifungico (BOUKHATEM et al.,
2014), anti-helmintico (ALMEIDA et al, 2003), inseticidas (RAJAPAKSE;
VANEMDEN, 1997), anti-carcinogénico (PUATANACHOKCHAI et al., 2002).
Apresenta acdes também reconhecidas do 6leo em industrias farmac€uticas como anti-
hipertensivo, antiasmatico, antisséptico, para evitar mau hdlito e placas bacterianas,
antitérmico, antirreumatico ¢ miorrelaxante (SILVA, 2009; WILSON, 2018).

Na industria alimenticia utilizam a C. citratus conservacdo dos alimentos
comercializados frescos. Um estudo realizado Ahmad et al. (2012) demonstra que
embalagens ativas a base de gelatina incorporado com o 6leo de C citratus podem ser
utilizadas, pois mantém as propriedades e prolonga a vida Util das fatias de robalo, ja que
retarda o crescimento microbiano e a oxidagao lipidica. O 6leo de C. citratus também
vem sendo utilizado como biocida natural contra patéogenos como Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Bacillus cereus e Escherichia coli que promovem a
mastite bovina, melhorando a qualidade do leite (AIEMSAARD et al., 2011). Possui
potencial para ser utilizado em produtos vegetais organicos frescos como um
descontaminante alternativo no tratamento antimicrobiano contra Salmonella newport
(MOORE-NEIBEL et al., 2012). Estudos comprovaram que o 6leo também inibe o
crescimento de patégenos como Escherichia coli e Salmonella enterica em suco de
morango e em produtos de carne picada (DUAN; ZHAO, 2009; BARBOSA et al., 2009).

Na industria cosmética o OE Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W.Watson
que é do mesmo género da C. citratus, ¢ utilizado como tdnico capilar anti-caspa

(CHAISRIPIPAT; LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2015). Além disso, o OE
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da C. citratus ¢ utilizado em mascaras faciais, porque contém propriedades antioxidantes
que neutraliza os radicais livres da pele e assim, aumenta a produgdo de coldgeno

(WILSON, 2018).

5.3 Beneficios comprovados em modelo animal

Os medicamentos fitoterapicos existem desde o periodo pré-histérico e foram
utilizados na medicina chinesa, grega, egipcia e indiana para diferentes finalidades
terapéuticas. O capim-limao tem sido utilizado na medicina Ayuerved, que significa
“Mae de toda cura” e originaria da India, existente desde o periodo pré-védicos (4000
a.C.-1500 a.C.) e ¢ um dos sistemas mais tradicionais da china, que utiliza meios naturais
como ervas, especiarias, minerais, cheiros, sons, dieta, meditagdes, ioga e exercicios para
eliminar doengas (WILSON, 2018).

Tradicionalmente, a C. citratus era utilizado na forma de chas, 6leos e também
incorporados em cremes de pele. Era usado para o tratamento de c6licas menstruais, febre,
reducdo de ansiedade, espasmos musculares, alivio de dores e tensdes dos musculos e
como sedativo (PARASURAMAN; THING; DHANARAJ, 2014; WILSON, 2018).

No momento atual, o cha das folhas da espécie ¢ utilizada popularmente como
ansiolitico, antipirético, para tosse, dor de cabega e abdominais, reumaticas e alteragdes
digestivas como dispepsia e flatuléncia (COSTA et al., 2005). O 6leo ¢ utilizado em
problemas gastrointestinais (SAGRADAS et al., 2015), possui efeitos antioxidantes e
antitumorais (THANGAM; SURESH; KANNAN, 2014), ¢ usado como alternativas ou
adjuvantes de terapias antiparasitarias, anti-inflamatdria, antiespasmadico, analgésico,
diurético, sedativo e imunologicos (SANTIN et al., 2009).

Houve um crescimento dos estudos sobre plantas medicinais ao longo dos tltimos
22 anos, principalmente na India e no Brasil. A espécie mais estudada por pesquisadores
brasileiros foi a C. citratus. Destacaram-se os estudos sobre atividade antiparasitaria,
antioxidante e anti-inflamatoria (ZAGO; MOURA 2018).

O OE da C. citratus demonstrou ter atividade antifingica em trabalho utilizando
modelo de camundongo. A propriedade antifingica pode ser responsabilidade dos
compostos geranial e neral, pois possuem um amplo espectro de propriedade contra

bactérias e fungos gram-positivo e gram-negativa. E foram encontrados em quantidade
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consideravel no 6leo que foi extraido no processo de arraste a vapor (BOUKHATEM et
al., 2014).

Para estudos anticonvulsivos em camundongos utilizaram dois tipos de plantas
diferentes C. citratus e C. winterianus. Os resultados sugeriram que os OE possuem
potencial de modificar o caminho dos episodios convulsivos, interferindo nas crises
e/ou impedindo o desenvolvimento das crises (SILVA et al., 2010).

Trabalho com antioxidante, utilizou camundongos com lesdo hepatica aguda
incentivado por acetaminofeno (APAP) e fizeram um pré-tratamento com o 6leo e
observou-se que diminuiu os niveis de alanina aminotransferase (ALT),
aspartatoaminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP). A atividade da
mieloperoxidase (MPO), producdo de 6xido nitrico (NO) nos figados diminuiram. O 6leo
inibiu o deslocamento dos neutréfilos e demonstrou atividade antioxidante (UCHIDA et
al., 2017).

No trabalho de atividade géstrica, avaliou-se o efeito gastroprotetor e cicatrizante
gastrico do oleo essencial nas ulceras induzidas por etanol e tlcera cronica induzida por
acido acético em camundongo e coelho. O 6leo aumentou o processo de cicatrizagdo
gastrica (VENZON et al., 2018).

Ewenighi et al. (2013) usaram o extrato da C. citratus em camundongos diabéticos
induzidos por alaxona e foi demonstrado que o mesmo possui efeitos hipoglicémicos e
hipolipidémicos, visto que, diminuiu os niveis de glicose no sangue, niveis de
triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL), colesterol total (CT) e
aumentou o nivel de HDL.

No trabalho de suplementacdo alimentar em tilapias do nilo (Oreochromis
niloticus), foram utilizados OE da C. citratus que continha a-citral (31,80%), B-citral
(27,75%), isoneral (5,36%), a-mirceno (4,44%), linalol (3,48%) e epoxi-linaloloxido
(3,11%) e o oleo essencial de geranio que apresentava em sua composi¢do citronelol
(32,54%), 3-metilpentano (11,96%) e isomentona (10,64%). Foi observado este trabalho
que os indices de crescimento, atividade da catalase, imunidade, resposta antioxidante e
resisténcia a doengas melhoraram significativamente nos animais que receberam a
suplementagdo com o 6leo da C. citratus (AL-SAGHEER et al., 2018).

Existem também estudos em peixes sobre atividade anestésica do OE de C.
flexuosus em alevinos de tambatinga (Colossoma macropomum (fémea) e Piaractus
brachypomus (macho)) e tetra negro (Gymnocorymbus ternetzi) que mostra que o 6leo é
eficaz como sedativo e anestésico (CALDAS, 2018; SOUZA, 2017).
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5. Danio rerio

O peixe zebrafish (Danio rerio) pertence a familia Cyprinidae. E um peixe de dgua
doce de regides tropicais, que possui estagdes chuvosas e secas bem estabelecidas, nativo
do sul da Asia e oriundo dos principais rios da india, Bangladesh e Nepal. O zebrafish
recebe esse nome devido 4s linhas presentes em suas escamas e também ¢ conhecido
como paulistinha referente 4s listras que contém na bandeira de Sdo Paulo (DAMMSKI;
MULLER; GAYA, 2011; MCGONNELL; FOWKES, 2006). Vive em regides
alagadicas, encontrado principalmente em aguas rasas, paradas ou com pouca
movimentag¢do, contendo vegetagdo aquatica e lodo. 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 os animais, quando
mantidos em biotério. Os sexos podem ser distinguidos com base nas diferencas no
tamanho corporal, forma e pigmentacdo. 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 esbranquigada, cores alternadas de prata e azul e exibem uma

pequena papila genital na frente da nadadeira anal (ENGESZER et al., 2007) (Figura 3).

Figura 3: Ilustragao de (Danio rerio) macho (A) e fémea (B).

Fonte: AVDESH (2012).
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Atingem a maturidade sexual de 3 a 6 meses pos fertilizagdo. Na natureza o
zebrafish se alimenta de insetos (terrestres e aquaticos) e fitoplancton. No biotério, sdo
utilizados alimentos vivos como, Paramecium spp., nauplios de artémia (Artemia salina)
e rotiferas nos estagios iniciais e apds a fase larval ¢ ofertado a racdo floculada. A
temperatura deve ser mantida a 28°C, pois apresentam maior taxa de crescimento ¢ o PH
na faixa de 7 e 8, visto que, estimula o desenvolvimento, reproducdo e alimentacdo, além
do mais ¢ ideal para o desenvolvimento de bactérias que fazem a filtragem biologica
(DAMMSKI; MULLER; GAYA, 2011).

George Streisinger na década de 1960 aplicou a analise mutacional para estudar o
desenvolvimento embriondrio do zebrafish (GRUNWALD; EISEN, 2002) e no final da
década de 70, os pesquisadores comegaram a usa-lo na neurociéncia, estudando a resposta
detalhada das células de Mauthner, que foram descritas como neurdnios de comando
(SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999). Na atualidade, o zebrafish é empregado em
diversas areas de pesquisas, desde biologia do desenvolvimento, doencas metabolicas,
genética humana, patologia humana, comportamento, toxicologia e neurociéncias
(BROUGHTON; MILAM; ROE, 2001; DOOLEY; ZON, 2000; LEVIN; CHEN, 2004;
RICO, 2007; SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999; ZANG; MADDISON; CHEN,
2018). A utilizacdo desta espécie na pesquisa apresenta diversas vantagenscomo
facilidade e baixo custo no cultivo de todos os estagios de vida em laboratorio; alta
performance reprodutiva com desova abundante; os embrides sdo translicidos; (o que
permite avaliagdo do desenvolvimento embrionario); tamanho pequeno; (que permite o
cultivo em espacos reduzidos), € um vertebrado que possui cerca de 70% do seu genoma
identificado permitindo assim estudos filogenéticos, anatomia e fisiologia semelhante aos
humanos (BROUGHTON; MILAM; ROE, 2001; RICO, 2007; ZANG; MADDISON;
CHEN, 2018).

6.1 Danio rerio como modelo para avaliagao de produtos naturais

Compostos utilizados pelos seres humanos como flavonoides, alcaloides e alguns
medicamentos advindos de plantas medicinais foram testados no modelo zebrafish,
principalmente em relagdo a possiveis efeitos toxicos ou teratogénicos ( SANTOS, 2016).

Estudo da Universidade Federal do Amapa avaliou o extrato hidroetanolico das
folhas de Spondias mombin L. (HELSm) no peixe Danio rerio. O extrato foi avaliado por

administracdo oral e por imersdo. A HELSm apresentou varios derivados de compostos
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polifendlicos e flavonoides. Além disso, foi identificado acido elagico e isoquercitrina.
A maioria dos compostos identificados foram acidos graxos, ésteres e alcoois, pelo
cromatografico gasoso. Os resultados mostraram que a administragdo aguda do HELSm
produziu efeitos  ansioliticos e antidepressivos. Possivelmente, a presenca de
isoquercitrina nas folhas de Spondias mombin participou dos efeitos ansioliticos e
antidepressivos (SAMPAIO et al., 2018).

Foi avaliado o efeito ansiolitico do crisofanol presente no caule ¢ na folha de
Senna cana (Nees & Mart.) H.S.Irwin & Barn (Fabaceae) em zebrafish adulto, ja que,
esse composto apresenta atividades analgésica, anti-inflamatéria, anticdncer e
anticonvulsivante Os dados permitiram concluir que Senna cana que ¢ fonte de
crisofanol, ndo alterou comportamento locomotor ¢ ndo apresentou toxicidade aguda.
Além disso, apresentou potencial ansiolitico (MONTEIRO et al., 2018).

Trabalho utilizando o extrato de Curcuma longa avaliou a fitoquimica do mesmo,
embriotoxidade e efeitos teratogénicos no zebrafish. A analise fitoquimica, demonstrou
que o extrato € rico em flavonoides com catequina, epicatequina e naringenina. As doses
acima de 62,50 ng/mL foram tdxicas para embrides e larvas, provocando mortalidades e
efeitos teratogénico, produzindo deformidades, como cauda torta, tronco dobrado e
edema aumentado do saco vitelino. Esses resultados demonstram que, plantas com
potencial terapéutica consumidas em doses altas apresentam ameagas, principalmente nos
embrides (ALAFIATAYO etal., 2019).

No experimento de Ramos (2019) o objetivo foi testar os compostos bioativos de
origem natural, como extratos de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC. —
Asteraceae), o0leo vegetal de caji (Anacardium occidentale L. — Anacardiaceae) e OE de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry — Myrtaceae) em
diferentes niveis sob o desempenho zootécnico, atividade antioxidante na ragdo e seu
efeito de toxicidade em larva de zebrafish com 8 dias pos-fertilizagdo. O alecrim-do-
campo apresenta flavonoides, terpenos e acidos fendlicos em sua composigao (SILVA et
al., 2004; LOOTS et al., 2006; MENEZES, 2005; VEIGA et al., 2017). O 6leo de caju,
contém uma grande quantidade de 4cido anacardico, cardol (13-20%) e cardanol
(GEDAM; SAMPATHKUMARAN, 1986). O OE de cravo-da-india apresenta o eugenol
(4-alil-2-metoxifenol), B-cariofileno em sua composicao (CHAIEB et al., 2007; MULLA
etal., 2017).

Uma mistura do extrato do alecrim-do-campo, 6leo vegetal da castanha do caju e

OE da folha do cravo-da-india podem ser utilizados na dieta de peixes, tendo o zebrafish
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como modelo experimental, para melhor o desempenho de outros animais. Os produtos
naturais nas dietas bloquearam a oxidacao lipidica, visto que foi utilizando os métodos
2,2-Difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e 4cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTS) que sequestram os radicais livres. Estes compostos naturais podem ser
usados em substitui¢ao as moléculas e compostos sintéticos que estao sendo proibidos no
sistema de produ¢do animal, devido a preocupacdo com sustentabilidade do sistema de
produgdo, a saude dos animais e dos seres humanos (RAMOS,2019).

Pesquisadores da Universidade Federal do Maranhao verificaram o perfil quimico
do geopropolis da abelha Melipona fasciculata ¢ analisaram a toxicidade desse extrato
utilizando o zebrafih como modelo experimental. O geopropolis apresenta em sua
composicao saponinas, terpenos e esteroides e demonstrou ter uma baixa toxicidade.
Esses resultados mostraram que esse produto natural ¢ favoravel na busca de moléculas
bioativas com potencial terapéutico e uma futura exploragao biotecnoldégica (BARBOZA
etal., 2019).

Um outro estudo investigou o potencial toxicologico e ecotoxicoldgico do corante
natural eritrostominona (Ery), uma naftoquinona extraida de micro-organismo e Basic
Red 51 (BRS51) utilizando o Danio rerio em estagios iniciais como modelo experimental.
Os resultados desse estudo demonstraram que esses corantes sao toxicos. Os embrides e
larvas de zebrafish apresentaram alteragdes no desenvolvimento embriondrio, no
comportamento, induziu efeitos pro-oxidantes e alteracdo no balango energético (ABE,

2017).

CONSIDERACOES FINAIS

Produtos que sdo oriundos de fontes naturais t€ém despertado interesse no mercado
desde a antiguidade e a C. citratus tem-se destacado atualmente. Isso ocorre devido a
grande utilizagdo da C. citratus em industrias farmacéuticas como, anti-hipertensivo,
antiasmatico, antisséptico, na industria cosmética na utilizacdo em mascaras faciais, pois
apresenta propriedades antioxidantes e na industria alimenticia na conservacdo dos
alimentos comercializados frescos.

Entretanto novos estudos se mostram necessario 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
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de todos os estagios de vida em laboratorio, desova abundante, embrides translicidos, o
que permite avaliacdo do desenvolvimento embrionario; tamanho pequeno e ¢ um
vertebrado que possui cerca de 70% do seu genoma semelhante aos humanos, permitindo
assim estudos filogenéticos, anatomia e fisiologia.

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

tratamento de doengas.
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RESUMO

A ampla utilizagdo popular da C. citratus tornou-se necessario pesquisas para analisar a
seguranga do uso terapéutico, comprovar seus beneficios e efeitos utilizando um modelo
animal. Objetivou-se avaliar a toxicicidade do OE da C. citratus sobre os embrides ¢
larvas do Danio rerio. A extra¢dao do OE foi realizada pela técnica arraste por vapor de
agua por 3 horas. Os zebrafish adultos reprodutores foram mantidos em uma raque
especifica para a espécie (Rack Hidrus, modelo ZEB-40). Foram testadas 8 concentragdes
do OE da C. citratus (50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,79; 0,39 ug/mL) diluidas em 0,5%
de DMSO na solucao Egg Water e dois controles, um tratamento apenas com a solugao
Egg Water e outro com a solucdo Egg Water e diluida a 0,5% de DMSO. Para a
observacao das taxas de sobrevivéncia, eclosdo e possiveis alteragdes morfologicas, os
embrides foram avaliados utilizando-se microscopico (Olympus, modelo CX31)
diariamente nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 hpf em exposi¢do. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, atendido ao pressuposto foi realizada
analise de variancia (ANOVA) pelo programa Minitab® versao 1.8 (Minitab LLC, Stage
College, PA). Os resultados demonstraram que as trés maiores concentragdes testadas,
sdo consideradas altamente toxicos. A concentragdo de 6,25 pg/mL provocou efeitos
teratogénicos nos animais € as menores concentragdes nao sao consideradas toxicas e nem
teratogénicas para os embrides de zebrafish. Portanto, o OE da C. citratus possui efeitos
toxicos e teratogénicos, especialmente em maiores concentragcdes, ao contrario das

menores concentragdes.

Palavras-chave: Capim-limao. Zebrafish. Toxicidade. Teratogenicidade. Extragao.
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ABSTRACT

The widespread popular use of C. citratus has become necessary research to analyze the
safety of therapeutic use, to prove its benefits and effects using an animal model. The
objective of this study was to evaluate the toxicity of OE of C. citratus on embryos and
larvae of Danio rerio. The extraction of the OE was carried out by the technique of steam
dragging for 3 hours. The breeding adult zebrafish were kept in a specie-specific rack
(Rack Hidrus, model ZEB-40). Eight concentrations of C. citratus OE (50; 25; 12.5; 6.25;
3.12; 1.56; 0.79; 0.39 ng / mL) diluted in 0.5% DMSO were tested. in the Egg Water
solution and two controls, one treatment only with the Egg Water solution and the other
with the Egg Water solution and diluted to 0.5% DMSO. To observe survival rates,
hatching and possible morphological changes, the embryos were evaluated using
microscopic (Olympus, model CX31) daily in the intervals of 24, 48, 72, 96 and 120 hpf
on display. The data were submitted to the Shapiro Wilk normality test, given the
assumption, analysis of variance (ANOVA) was performed using the Minitab® version
1.8 program (Minitab LLC, Stage College, PA). The results showed that the three highest
concentrations tested are considered highly toxic. The concentration of 6.25 ug / mL
caused teratogenic effects in the animals and the lowest concentrations are neither
considered toxic nor teratogenic for the zebrafish embryos. Therefore, C. citratus OE has
toxic and teratogenic effects, especially in higher concentrations, as opposed to lower

concentrations.

Keywords: Lemongrass. Danio rerio. Toxicity. Teratogenicity. Extraction
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1. INTRODUCAO

C. citratus, conhecida como capim-limdo ¢é utilizado na medicina popular
mundialmente na forma de chas e OE. E uma planta utilizada popularmente no tratamento
de colicas menstruais, febre, reducao de ansiedade, espasmos musculares, alivio de dores
e tensdes dos musculos ¢ como sedativo (PARASURAMAN; THING; DHANARAJ,
2014; WILSON, 2018). Sua utiliza¢ao na induastria vem se expandindo visto que, estudos
cientificos demonstram que a espécie possui potencial anti-inflamatorio (SANTIN et al.,
2009), antifuingico (BOUKHATEM et al., 2014), anti-parasitario (GOMES, 2017) e anti-
carcinogénico (EKPENYONG; AKPAN; NYOH, 2015). Além disso, OE da C. citratus
possui beneficios reconhecidos em industrias farmacéuticas como anti-hipertensivo,
antiasmatico, antisséptico, antitérmico, antirreumatico e miorrelaxante (SILVA, 2009;
WILSON, 2018).

Devido a grande utilizagdo popular da C. citratus tornou-se necessario pesquisas
para analisar a seguranca do uso terapéutico da planta (COSTA et al., 2005), o que ainda
esta escasso na literatura, e comprovar seus beneficios e efeitos utilizando um modelo
animal.

A partir disso, o zebrafish (Danio rerio) demonstra ser um excelente modelo para
essa area de pesquisa. Por ser um organismo modelo empregue em diferentes areas de
estudos, desde biologia do desenvolvimento, doencas metabodlicas, genética humana,
patologia humana, comportamento, toxicologia e neurociéncia (BROUGHTON; MILAM;
ROE, 2001; DOOLEY; ZON, 2000; LEVIN; CHEN, 2004; RICO, 2007; SERRA;
MEDALHA; MARTTIOLI, 1999; ZANG; MADDISON; CHEN, 2018). Além disso,
compostos utilizados pelos seres humanos como flavonoides, alcaloides e alguns
medicamentos provenientes de plantas medicinais foram testados primeiramente no
modelo zebrafish, principalmente em relagdo a possiveis efeitos toxicos ou teratogénicos
(SANTOS, 2016) e testes de embriotoxicidade que sdo realizados com os embrides de
zebrafish, sdo de suma importancia, para que a eficacia e a seguranca dos produtos
medicinais sejam garantidas e comprovadas (BRIGANTE, 2019; CHAVES, 2019;
SILVA, 2016).

Portanto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a toxicicidade

do OE da C. citratus sobre os embrides do zebrafish.



39

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local dos experimentos
O experimento foi realizado na Ala de Peixes do Biotério Central da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais. O projeto foi aprovado e protocolado com antecedéncia
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais, protocolo n° 023/19 e toda manipulagio dos
peixes foram realizadas de acordo com os principios éticos na experimentagao animal.
A extracdo do oleo essencial foi realizada no Laboratério de Fitoquimica, no
Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras, de acordo com a

proposta de Magalhaes et al. (2013).

2.2 Obten¢ao do material vegetal

A C. citratus foi coletada no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Lavras, Minas gerais (21° 13° 48.8”” S; 44° 58” 28.5”” W). Coletada no dia 15 de janeiro
de 2020, as oito horas da manhd horario de Brasilia (GUIMARAES et al., 2008;
LAKUSIC et al., 2013;) Foi coletado a parte aérea das plantas, cortadas em tamanhos
menores e posteriormente pesadas em balanga analitica (M214AI-BIVOLT), para a

realizacdo da obtencdo do 6leo essencial vegetal.

2.3 Extracao do 6leo essencial

Utilizou-se 996,14 g de folhas frescas e 8 litros de 4gua destilada, a amostra foi
submetida a técnica arraste por vapor de agua por 3 horas. Apds a extragdo o OE foi
purificado por decantagdo e armazenado no freezer (-4°C) por 24 horas. Para melhor
purificacao do 6leo, o mesmo foi colocado em um eppendorf e levado a centrifuga
(ISBOR, 1580R) por 5 minutos a 13.000 rpm (rota¢do por minuto). Posteriormente, o OE
foi pesado na balanga analitica e o rendimento de extragdo do 6leo foi expresso em mg/g
massa seca da planta (CARVALHO et al., 2020). O material foi mantido em temperatura

ambiente e protegido da luz até a realizacao dos ensaios bioldgicos.

2.4 Preparacio e diluicio das concentracoes teste
O OE da C. citratus foi diluido em um meio especifico para o desenvolvimento

embrionario e larval do zebrafish chamado Egg Water, que contém agua destilada com
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sais que beneficiam o seu bom desenvolvimento. O meio Egg Water ¢ composto por 5
mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CacCl2, 0,33 mM MgS04, e 0,1% de azul de metileno
(ASAD; SACHIDANANDAN, 2020)

Foram utilizadas oito concentragdes que seguiram as diretrizes da OECD N ° 236:
Fish Embrio Acute Toxicity (FET) Test, espacadas por um fator constante para atender
aos requisitos estatisticos. As concentragdes do OE da C. citratus analisadas foram de 50;
25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,79; 0,39 pg/mL em solucdo de 0,5% de DMSO. As
concentragdes foram escolhidas de acordo com a proposta de He et al. (2018) e Kim,

Sharma e Kang (2017).

2.5 Manutencao dos animais

Todos os zebrafish adultos foram mantidos em uma raque especifica para a
espécie (Rack Hidrus, modelo ZEB-40), em aquéarios de policarbonato, com tamanho de
11,5 cm x 34,5 cm x 15,5 cm, em um sistema de recirculagdo, o qual possuia quarenta
aquarios de 2,5L cada, sendo mantidos dez animais por aqudrio, que possuiam uma
divisoria de acrilico perfurada, separando machos e fémeas no mesmo aquario.

Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em fotoperiodo com
14:10 (luz:escuro), temperatura de 28°C e alimentados 2 vezes ao dia com racao floculada
e 1 vez ao dia com nauplios de artémia (Artemia salina) (SCOPEL et al., 2019).

A limpeza dos aquérios e manutencdo da qualidade de 4gua foi realizada pelo

proprio sistema automatizado da raque.

2.6 Protocolo de reproduciao para obtencio de embrides

As divisorias dos aquarios eram removidas pela manha, meia hora antes do
término do periodo escuro e os animais eram retirados dos aquarios especificos da raque
e eram condicionados em criadeiras de acrilico. Nessas criadeiras os animais reprodutores
tinham contato direto para ocorrer a fecundacao dos gametas (SPENCE et al., 2008). As
criadeiras possuiam uma placa perfurada, permitindo com que os ovos caissem na parte
inferior do aquario e assim ficassem protegidos do canibalismo (WESTERFIELD, 2007).
Apo6s um periodo de duas horas de acasalamento dos animais, os ovos eram coletados
utilizando uma pipeta de Pasteur e colocados em uma placa de petri com o meio Egg
Water. Esse meio consiste em padronizar o desenvolvimento embrionério do zebrafish,

além de evitar contaminagdes por fungos (ASAD; SACHIDANANDAN, 2020).
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2.7 Teste de toxicidade aguda em embrides de Danio rerio

Os ensaios de toxicidade foram realizados de acordo com as diretrizes da OECD
N © 236: Fish Embrio Acute Toxicity (FET) Test. Para a realizacdo do teste, os ovos de
zebrafish passaram por uma triagem inicial que os classificavam de duas formas:
embrides vidveis ou inviaveis.

Eram considerados ovos viaveis todos que se apresentam morfologicamente
normais, ou seja, com divisdo dos blastdmeros e descrito como transparente,
perfeitamente esférico, com inicio claro e simétrico das clivagens, sendo considerado
embrides fertilizados (FERNANDES-PALACIOS et al., 1995; KJ @RSVIK; MANGOR-
JENSEN; HOLMEFJORD, 1990). E os ovos classificados como invidveis eram todos que
apresentavam coloracdo opaca e/ ou com célula (s) rompida (s) dentro do corion
(AVDESH et al., 2012). Os ovos inviaveis eram descartados e somente os embrides
considerados viaveis eram mantidos para a realizacao do ensaio.

Foram testadas 8 concentracdes do 6leo essencial do capim-limao, sendo elas 50;
25;12,5; 6,25; 3,12; 1,565 0,79; 0,39 png/mL diluidas em 0, 5% de DMSO na solucdo Egg
Water. Além dessas concentragdes foram realizados dois controles, um tratamento apenas
com a solucdo Egg Water e outro com a solugdo com Egg Water com a diluicao de 0, 5%
de DMSO.

Quando os embrides viaveis completavam 5 horas pds fertilizagdao (hpf) eram
submetidos aos seus respectivos tratamentos em placas de petri, sendo 40 embrides por
placa, e posteriormente eram levados para estufa (Thermo Scientific Forma 311) na
temperatura de 28+1°C.

Ap6s 24 hpf, 20 embrides eram transferidos para placas de 96 pocos, (1 embrido
por pog¢o). Em cada um dos pocos foi adicionado 200 pL de cada solugdo testada. As
placas foram cobertas com Parafilm® para evitar o possivel efeito de evaporacio e
contaminag¢do ¢ em seguida incubadas a 28+1°C.

Para a observacdo das taxas de sobrevivéncia, eclosdo e possiveis alteragdes
morfoldgicas, os embrides foram avaliados utilizando-se microscopico (Olympus,
modelo CX31) diariamente nos intervalos de 24, 48, 72, 96 ¢ 120 hpf em exposi¢ao
(OECD, 2013). Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: nao fertilizacdo, ndo
desenvolvimento de somitos, desenvolvimento dos olhos, pigmentacdo da larva, edema
durante a formac¢ao do coragdo e do saco vitelinico, ndo descolamento de cauda, falta de
batimento cardiaco, retardo de crescimento, lordose e deformidade de cauda (HALLARE;

KOHLER; TRIEBSKORN, 2004). Com base nos parametros normais da espécie
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(KIMMEL et al, 1995), outras caracteristicas que ndo correspondessem ao
desenvolvimento da espécie eram consideradas como alteracdes morfologicas. Os
embrides que sobreviverem apos o teste de toxicidade foram sacrificados com

superdosagem de anestésico benzocaina (250 mg/L).

2.8 Avaliacao de dose-resposta

A andlise de dose-resposta foi calculada de acordo com procedimentos descritos
por Alafiatayo et al. (2019). Utilizou-se o programa Graph Pad Prisma 7.0.1 para a criacdo
de curvas de concentragdo-resposta para os dados de letalidade. Os dados foram
apresentados em forma de curvas sigmoidais. A curva de concentracdo-resposta foi
utilizada na determinacdo dos valores de LCso (letalidade). As diferencas foram

consideradas significativas usando nivel de significancia de 5%.

2.9 Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, atendido ao
pressuposto foi realizada anélise de variancia (ANOVA) pelo programa Minitab® versao

1.8 (Minitab LLC, Stage College, PA).

3. RESULTADOS

OS EFEITOS DAS CONCENTRACOES DO OE DA C. citratus NA TAXA DE
SOBREVIVENCIA DOS EMBRIOES E LARVAS DO ZEBRAFISH

Os grupos controles, Egg Water e Egg Water com 0,5% de DMSO, sem exposi¢ao
ao OE da C. citratus demonstraram uma taxa de sobrevivéncia normal para a espécie,
acima de 95% até as 120 horas po6s fertilizagdo (hpf). Entretanto, a taxa de sobrevivéncia
foi significativamente diferente (p<0.05) de acordo com a concentracao testada do OE da
C. citratus.

As concentracdes de 50 e 25 pg/mL, sendo as maiores concentragdes testadas,
promoveram taxa de sobrevivéncia nula as 72 hpf demonstrando ser altamente toxicas
para os embrides de zebrafish. A concentracao de 12,5 pg/mL demonstrou causar uma
taxa de sobrevivéncia significativamente (p<0.05) menor que dos grupos controle,

chegando a 25% as 120 hpf. As demais concentragdes testadas, abaixo de 6,25 pg/mL,



43

ndo demonstraram diferenca significativa (p> 0.05) em relacdo aos grupos controle
(Figura 1).
Figura 1: Taxa de sobrevivéncia de embrides e larvas de zebrafish (Danio rerio) expostos

ao OE da C. citratus em diferentes concentragoes.
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Legenda: Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) Significa

diferengas significativas (P <0,05) em comparacdo ao grupo controle.

MORTALIDADE AVALIADA COMO MEDIDA DA POTENCIA DE TOXICIDADE
DA C. citratus EM EMBRIOES E LARVAS DE ZEBRAFISH

Para todas as concentragdes de OE da C. citratus testadas, o efeito da toxicidade
em cada individuo foi dependente da concentracdo. Utilizando a porcentagem de
individuos mortos para cada concentragao, foi produzida uma curva de dose-resposta para
cada ponto do tempo (Figura 2). Os dados de LCso (para letalidade) foram obtidos para

as curvas de concentragdo-resposta para todos os tempos avaliados (Tabela 1).

Figura 2: Curvas de dose-resposta para mortalidade de embrides e larvas de zebrafish em
diferentes horas de pos fertilizacdo (hpf) em diferentes concentragdes de OE da C.

citratus.



44

=
=
9]

-
=
=]
=]
S

2

Mortalidade as 24hpf (%)
v
=1

Mortalidade as 48hpf (%)
Mortalidade as 72hpf (%)

1 2 3 4 [] 1 2 3 4 2 3 4
Concentragdes Concentragdes Concentragdes

-1
-1
-1

= 4
o
-

[~
=1

-
=]
-1
=
=]
=]

o
=3

Mortalidade as 96hpf (%)
W
=3

Mortalidade as 120hpf (%)

>
o

=4

o4

* T T 1 * T T 1
1 2 3 4 1 2 3 4
Concentragdes Concentragies

Tabela 1: Valores da LCso como derivados das curvas de dose-resposta para as

concentragdes do OE da C. citratus.

HORAS POS FERTILIZACAO (hpf) LCso
24 1.51
48 1.46
72 1.03
96 1.04
120 1.06

OS EFEITOS DAS CONCENTRACOES DO OE DA C. CITRATUS NA TAXA DE
ECLOSAO NO ZEBRAFISH

A taxa de eclosdo dos embrides de zebrafish expostos a concentracdes variaveis
de OE de C. citratus demonstrou ser significativamente (p<0.05) menor na concentragao
de 12,50 pg/mL, enquanto nenhuma eclosdo foi observada nas maiores concentragdes
testadas de 50 e 25 pg/mL como um resultado da mortalidade dos embrides. Entre os

demais tratamentos nao houve diferenga estatistica (p>0.05) com os grupos controles,
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tendo como média uma taxa de eclosdo superior a 90% a partir das 96 hpf (Fig. 3), O que

segundo a OECD ¢ aceitavel para o FET.

Figura 3: Taxa de eclosdao de embrides de zebrafish (Danio rerio) expostos ao 6leo

essencial de “capim-limao” em diferentes concentragdes
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Legenda: Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) Significa

diferengas significativas (P <0.05) em comparacdo ao grupo controle.

ALTERACOES TERATOGENICAS CAUSADAS PELAS CONCENTRACOES DO
OE DA C. citratus NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DO ZEBRAFISH

Em relacdo as alteragcdes identificadas no desenvolvimento embrionario foi
observada uma grande influéncia da concentra¢do de 6,25 pg/ml no desenvolvimento
embrionario do zebrafish (Tabela 2). Mesmo ndo gerando letalidade ou atraso na taxa de
eclosdo embrionaria, a concentragdo de 6,25 ug/ml do OE da C. citratus desencadeou no
embrido do zebrafish o desenvolvimento de edema, deformidade de cauda e lordose
(Figura 4). As demais concentragdes promoveram taxas menores que 6% de edema nos
embrides, e menor que 10% para deformidade de cauda e 3% para lordose para as larvas

demonstrando nao terem diferencas significativas (p>0.05) com os grupos controle.

Tabela 2: Taxa de deformidades de embrides e larvas de zebrafish (Danio rerio) expostos

ao OE de C. citratus em diferentes concentracdes.
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Concentragio Edema Deformidade na cauda Lordose
(ng/ml)
Controle 0.0+0.04 0.0+0.04 0.0+0.04
DMSO 0.5% 0.0+0.04 0.0+0.04 0.0+£0.04
50 0.0+0.0* 0.0+0.0° 0.0+0.04
25 1.26+0.34 0.0+0.04 251074
12.5 2344034 434+2388 2.01+044
6.25 7.34+£0.78 2434+22°€ 7.34+0.78
3.12 0.6+0.14 10.67+1.28B 1.00+0.24
1.56 03+0.14 3.01+0.58 0.67£0.14
0.78 0.0+0.04 0.0+0.04 0.0 £0.04
0.39 0.0+0.04 0.0+0.04 0.0+00A

Legenda: Os dados sdo expressos com as porcentagens das médias + desvio padrio.

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferéncia estatistica (p<0.05).

Figura 4: Caracteristicas morfoldgicas encontradas durante o ensaio de embriotoxidade e

teratogenicidade em diferentes concentragdes do 6leo essencial de capim-limao;

Fonte: Arquivo pessoal
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Legenda: A) Larva de zebrafish com 120 hpf, grupo controle apresentando caracteristicas
normais para a espécie;
B) Larvas de zebrafish com 96 hpf, grupo da concentracio 6,25 pg/ml I) edema;
C) Larvas de zebrafish com 72 hpf, grupo da concentragdo 6,25 pug/ml II)

lordose;

4. DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que as maiores concentracdes testadas 50 e 25
pg/mL causaram 100% de mortalidade nos embrides de zebrafish, sendo considerados
altamente toxicos e além disso, a concentragcdo de 12,5 pg/mL apresentou uma taxa de
mortalidade alta em torno de 70% nos embrides em 72 hpf. Embora a concentragdo de
6,25 pg/mL ndo tenha causado mortalidade para os embrides, foi verificado que essa
concentragdo pode provocar efeitos teratogénicos nos animais como edema, deformidade
de cauda e lordose. As menores concentragdes 3,12; 1,56; 0,79 e 0,39 pg/mL ndo foram
consideradas toxicas e nem teratogénicas para os embrides de zebrafish.

A analise da toxicidade de plantas medicinais no desenvolvimento embrionario &
de suma importancia, porque muitos produtos derivados destas plantas ganham espagos
no mercado da industria farmacéutica sem informagdes sobre toxicologia e os possiveis
efeitos na satide (ALAFIATAYO et al., 2019).

Estudos encontrados na literatura que submeteram os embrides de zebrafish a
outros tipos de OE, também relataram que as maiores concentracdes causam letalidade
nos embrides da espécie alvo. No trabalho de He et al. (2018) com o OE de Leonurus
japonicus Houtt. (erva-mae) foi observado que o dleo ¢ altamente toxico nas maiores
concentragoes e afeta negativamente o desenvolvimento dos embrides. Em outra pesquisa
utilizando embrides de zebrafish, expuseram os animais ao 6leo de Trachyspermum ammi
(L.) Sprague (Ajowan) onde verificaram que e as maiores concentragdes induziram a
letalidade grave a 96 hpf e apresentaram uma reducdo significativa na taxa de eclosdo
(KIM; SHARMI; KANG, 2017).

No experimento de Elsayed et al. (2020) foi realizada dilui¢do seriada dos OE das
sementes de Moringa oleifera Lam. e Moringa peregrina (Forssk.) Fiori também em
testes com embrides de zebrafish e demonstraram que altas concentracdes (> 50 pg/mL)

causaram mortalidade em 100% dos embrides, comprovando sua toxicidade.
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A toxicidade da C. citratus pode estar relacionada aos seus diferentes constituintes
quimicos presente no OE. Os mais encontrados sdo, o citral, que ¢ a mistura de dois
isomeros, geranial (a-citral) e neral (B-citral) e também ¢ identificado a presenca de
compostos minoritarios como, linalol ( 3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-ol), geraniol (trans-
3,7-dimetil-octa-2,6-dien-1-ol) e mirceno (7-metil-3-metilen-1,6-octadieno) (OLIVEIRA
etal.,2011; VELOSO et al., 2012).

Ha estudos sobre o efeito que esses compostos puros podem ocasionar em
organismos modelos, como o trabalho realizado por Singulani et al. (2018) no qual os
embrides de zebrafish foram submetidos a diferentes concentragdes de linalol e geraniol,
o mesmo demonstrou que o geraniol foi 0 composto mais toxico. As concentragdes mais
altas testadas de linalol e geraniol causaram a morte de todos os embrides em 5 hpf e as
demais concentragdes de geraniol provocaram coagulagdo embrionaria e efeitos
teratogé€nicos. J4 o composto linalol nas menores concentragdes nao promoveu diferencga
significativa na curva de sobrevivéncia com o grupo controle, isso pode justificar os
resultados obtidos no presente trabalho, onde em maiores concentracdes provocaram a
morte dos embrides e as menores doses ndo afetaram significativamente o
desenvolvimento do embrido e larva da espécie Danio rerio.

Estudo realizado com os adultos de Sitophilus granarius (caruncho-do-trigo)
utilizando concentragdoes de OE da C. citratus, demonstrou que o composto do 6leo
acetato de geranil tem uma toxicidade de contato mais forte do que o citral, sendo que
ambos compostos causam efeitos significativos na mortalidade, esgotamento da
respiracdo, indicando estresse fisiologico como uma das principais explicagdes para a
toxicidade do oleo (PLATA-RUEDA et al., 2020).

Ha estudos que sugerem que a toxicidade embrionaria aumenta de acordo com o
tempo de exposi¢do ao extrato, visto que, a camada protetora do embrido fica debilitada,
permitindo assim que o embrido entre em contato com o meio (ALAFIATAYO et al.,
2019). No trabalho de Ali et al. (2017) foi observado que a medida que o processo de
desenvolvimento avancava ocorria a redu¢ao na proteg¢do do cérion, podendo influenciar
no aumento da abertura e no alargamento do canal de poro coridtico, permitindo maior
influxo de solutos externos. Foi demonstrado que em ovos mais velhos, o papel do corion
parecia apenas para impedir os embrides de grandes macromoléculas e parasitas. O que
pode explicar o que ocorreu com a concentragdo 12,5 pg/mL, pois ao longo do tempo

tornou-se toxica para os embrides.
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O o6leo da C. citratus foi utilizado para avaliar a taxa de eclosdo dos ovos da
espécie Sarcoptes, onde foram testadas concentragdes do OE verificando que a C. citratus
levou a diminui¢do significativa na eclosdo dos ovos nas maiores concentragdes (LI et
al., 2020). Estudos demonstram que falha na eclosdo pode ser devido a alteragdes na
liberacao digestiva da enzima corionase e¢/ou movimento muscular enfraquecido por
causa de defeitos comportamentais (MANIGANDAN et al., 2015).

Outro trabalho utilizou o composto citral em células humanas demonstrou que
concentragdes elevadas podem ocasionar alta citotoxicidade e efeitos genotoxicos.
Entretanto em concentragdes intermedidrias pode gerar efeito mutagénico, semelhante ao
que ocorreu na concentracdo testada de 6, 25 pg/mL (SOUZA et al., 2020).

E importante ressaltar que as menores concentragdes do OE da C. citratus, que
ndo apresentaram efeitos letais ou teratogénicos, podem promover efeitos terapéuticos
como visto no estudo utilizando OE das sementes de M. oleifera e M. peregrina. Nesse
estudo, as menores concentragdes ndo apresentaram efeitos toxicos ou teratogénicos e
interferiram significativamente no processo de formacdo de vasos sanguineos
angiogénicos em embrides de zebrafish. Esses resultados demonstraram que os o6leos
possuem atividades antiangiogénicas, que podem ser um dos mecanismos possiveis pelos
quais o 60leo de moringa exerce sua atividade anticancer (ELSAYED et al., 2020).

Em estudos utilizando OE da C. citratus em células de ovario de hamster chinés
(CHO) usado em baixas concentragdes foi evidenciado que o mesmo nao apresentou risco
de mortalidade ou toxicidade as células (TOFINO-RIVERA et al., 2016). Ou seja, os
resultados apresentados nesse trabalho fornecem dados de concentragdes seguras para
pesquisas posteriores dos efeitos terapéuticos do OE da C. citratus.

O efeito citotoxico do OE da C. citratus foi avaliado contra uma linha celular de
queratindcitos humanos (HaCaT) avaliado na faixa de 0,25 a 25 mg / ml "!. A menor
concentragdo apresentou 98% e a maior atingiu 85% de viabilidade celular, demonstrando
que o OE da C. citratus possui baixa toxicidade (OLIVEIRA et al., 2017).

Lulekal e seus colaboradore (2019) forneceram OE da C. citratus oralmente para
os ratos ¢ formularam uma pomada com 10% do mesmo, aplicando-a sobre a pele de
coelho. Os resultados indicaram auséncia de toxicidade aguda e subaguda. Além disso,

garantiram a segurancga de utilizar o 6leo para uso cosmético.

5. CONSIDERACOES FINAIS
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Os resultados do presente estudo indicam que o OE da C. citratus nas maiores
concentragdes causaram efeito toxico e teratdogenico nos embrides e larvas de Danio rerio.
Porém, os embrides e larvas expostos as menores concentracdes (3,12; 1,56; 0,79 ¢ 0,39
pg/mL) ndo apresentaram toxicidade e deformagdes ao longo do desenvolvimento
embrionario.

Portanto, esse trabalho corrobora e complementa estudos, sobre a utilizacao
segura da planta e seus possiveis efeitos manipulando um modelo animal, o que ainda ¢é
escasso na literatura. Sendo necessario mais estudos sobre protocolos de seguranga do

OE da C. citratus.
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