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RESUMO

O dleo essencial de Cymbopogon citratus (CCEO), rico em citral, possui propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes, tornando-se uma possivel opgédo nefroprotetora
contra lesdes renais agudas. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar se
o CCEO pode modular a toxicidade renal induzida por gentamicina, refletida em
parametros comportamentais e estresse oxidativo. Zebrafish adultos foram tratados
com gentamicina, isoladamente ou em associacao com CCEO nas doses de 10,50 e
100 mg/kg. Grupos controles foram incluidos. Foram avaliados parametros
comportamentais, fisiolégicos e bioquimicos. No teste de campo aberto, o tratamento
com CCEO nao promoveu diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos
grupos avaliados quando comparado ao controle (p = 0,1122). Entretanto, no teste
claro/escuro, a dose de 10 mg/kg restaurou parcialmente o comportamento
exploratorio, aumentando o numero de transicbées em comparagao ao grupo Injury (p
= 0,0382). Nos marcadores bioquimicos, o CCEO reduziu significativamente os niveis
de MDA nas doses de 10 mg/kg (p = 0,0004) e 100 mg/kg (p = 0,0031), enquanto a
dose de 50 mg/kg promoveu um aumento significativo de GSH em relagao ao grupo
Naive (p = 0,0091). Em concluséo, os resultados demonstram que o CCEO exerce
efeitos antioxidantes, os quais contribuem para a atenuagdo das alteracdes
fisiolégicas e comportamentais observadas, confirmando sua agao e reforgcando a sua

relevancia na nefrotoxicidade induzida por gentamicina.

Palavras-chave: Cymbopogon citratus; Zebrafish; Lesao Renal Aguda; Gentamicina;

Estresse Oxidativo; Comportamento; Farmacologia.



Effects of Cymbopogon citratus Essential Oil in a Gentamicin-Induced Acute
Kidney Injury Model in Zebrafish

ABSTRACT

The Cymbopogon citratus essential oil (CCEQ), rich in citral, exhibits anti-inflammatory
and antioxidant properties, making it a potential nephroprotective agent against acute
kidney injury. Thus, the aim of the present study was to evaluate whether CCEO can
modulate gentamicin-induced renal toxicity, as reflected by behavioral parameters and
oxidative stress. Adult zebrafish were treated with gentamicin alone or in combination
with CCEO at doses of 10, 50, and 100 mg/kg. Control groups were included.
Behavioral, physiological, and biochemical parameters were assessed. In the open
field test, treatment with CCEO did not promote statistically significant differences in
any of the evaluated groups when compared to the control (p = 0.1122). However, in
the light/dark test, the 10 mg/kg dose partially restored exploratory behavior, increasing
the number of transitions compared to the Injury group (p = 0.0382). Regarding
biochemical markers, CCEO significantly reduced MDA levels at doses of 10 mg/kg (p
= 0.0004) and 100 mg/kg (p = 0.0031), whereas the 50 mg/kg dose significantly
increased GSH levels compared to the Naive group (p = 0.0091). In conclusion, the
results demonstrate that CCEO exerts antioxidant effects, which contribute to the
attenuation of the physiological and behavioral alterations observed, confirming its

activity and reinforcing its relevance in gentamicin-induced nephrotoxicity.

Keywords: Cymbopogon citratus; Zebrafish; Acute Kidney Injury; Gentamicin;

Oxidative Stress; Behavior; Pharmacology.
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1. INTRODUGAO

A Lesao Renal Aguda, anteriormente chamada de Insuficiéncia Renal Aguda
(IRA), é estabelecida como uma das principais contribuicbes para o inicio e
progressdo da Doenga Renal Crbnica. A sindrome de LRA ¢é associada a
complicagdes de curto prazo e efeitos de longo prazo, incluindo progressao para DRC
e morbimortalidade elevada (Niculae et al., 2023).

A LRA tem se tornado uma condicdo cada vez mais prevalente entre os
pacientes hospitalizados. Estima-se que ocorraem 5 a 7,5 % dos pacientes internados
em enfermarias gerais e em 50 a 60 % dos pacientes criticos (Yoon et al., 2022). A
prevaléncia de LRA em pacientes hospitalizados aumentou de 15,5 % em 2011 para
26,8 % em 2021, com um pico significativo 2020, durante o ano inaugural da pandemia
de COVID-19, quando as taxas ultrapassaram 50 % em UTI e em ambiente pds-
operatoério de cirurgia cardiaca (Neyra; Chawla, 2021; Zhang; Tingfang; Widdop;
Ricardo, 2024).

No entanto, apesar da dialise estar disponivel como um tratamento de suporte
para os casos graves de LRA, a taxa de mortalidade associada é bastante alta,
especialmente entre os pacientes internados em UTI. A causa subjacente a esses
achados é a falta de intervengbes terapéuticas eficazes, capazes de reverter
completamente o dano renal ou impedir a progressao para DRC (Neyra; Chawla,
2021; Zhang; Tingfang; Widdop; Ricardo, 2024).

Nesse contexto, € imprescindivel o desenvolvimento de novas terapias para
tratar a lesdo renal. A utilizacdo de modelos animais tem se revelado um recurso
importante tanto para a pesquisa de varias doencas quanto para a identificacdo e
analise de compostos com possiveis efeitos terapéuticos (Lim et al., 2022; Outtandy
etal., 2019). Nesse cenario, o zebrafish (Danio rerio) se destaca como uma alternativa
promissora, auxiliando na diminui¢do do uso de modelos mamiferos, em alinhamento
com os principios dos 3R’s (Substituigdo, Redugédo e Refinamento). Ademais, essa
espécie possui uma anatomia renal basica semelhante a dos rins de mamiferos, com
estruturas que realizam a filtracdo glomerular e tubular (Lim et al., 2022; Outtandy et
al., 2019; Schenk; Drummond, 2025).

De forma concomitante, a aplicacdo de substancias naturais e derivados de

plantas, que possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, tem
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despertado atenc&do cada vez maior na procura por opgdes de tratamento que sejam
menos téxica (Kang et al., 2021). O Cymbopogon citratus (capim-limao) € uma planta
de ampla utilizacdo na medicina tradicional e reconhecida por conter 6leo essencial
rico em citral, associado a diversos efeitos benéficos (Temitayo et al., 2020). Assim,
a pesquisa sobre as propriedades nefroprotetoras do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus contra lesado renal induzida por gentamicina em zebrafish € uma abordagem
relevante no desenvolvimento de novas estratégias de prevengao e tratamento da

nefrotoxicidade induzida por medicamentos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lesao Renal

Diversas fungdes fisioldgicas essenciais, como o controle da pressao artéria,
regulagédo do hidroeletrolitico, a eritropoiese, o equilibrio acido-base e a homeostase,
sdo executadas pelos rins(Imig; Ryan, 2013). Por isso, o mau funcionamento, leva a
varias enfermidades. Segundo Cockewell e Fisher (2020), a prevaléncia mundial da
doenca renal, foi constada um total de 9,1%, equivalente a aproximadamente 700
milhdes de casos, o que representa um aumento de 29,3% em relacao a 1990.

Estima-se que no Brasil, a cada ano, cerca de 20 milhdes de brasileiros
precisam de alguma forma de terapia substitutiva (Dutra; Parisi, 2021). Em 2018,
aproximadamente 133.464 pacientes estavam em tratamento dialitico, sendo que
92,3% em hemodialise, 7,7% em dialise peritoneal e 22,1% do total de pacientes em
tratamento estavam em fila de espera para realizagdo de transplante renal, o que
equivale a 29.545 pacientes (Neves et al., 2020; Dutra; Parisi, 2021). A partir desses
dados, é possivel constatar que a doenca renal representa um importante problema
de saude, que muitas vezes € negligenciado. Assim, medidas preventivas devem ser
tomadas para evitar essa patologia.

Existem duas categorias principais de doengas renais: crénicas ou agudas. A
les&do renal aguda (LRA) geralmente esta relacionada a infec¢des bacterianas, sepse,
isquemia/reperfusdo ou exposicdo a medicamentos potencialmente nefrotdxicos
(Almeida; Sylvestre, 2020; Imig; Ryan, 2013). Embora os eventos que dao origem as
doencas renais possam variar, € importante destacar que a lesdo renal aguda (LRA)
pode evoluir para doenga renal crénica (DRC), a qual, se n&o tratada, pode levar a
doenca renal terminal (Imig; Ryan, 2013).

Por décadas, a LRA e a DRC foram vistas como sindromes separadas.
Tradicionalmente, pensava-se que a fungdo renal poderia ser completamente
recuperada apdés um episédio de LRA, por meio de mecanismos enddgenos de reparo
estrutural (Zhang, Tingfang; Widdop; Ricardo, 2024). No entanto, H4 uma ligagao
epidemioldgica e fisiopatolégica entre LRA e DRC, que agora sao vistas como
sindromes clinicas interconectadas, nas quais um episodio agudo de lesdo renal pode
acelerar a progressao para a doenga cronica (Zhang; Widdop; Ricardo, 2024).

A LRA é caracterizada por um rapido declinio na taxa de filtragdo glomerular e
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consequente acumulo de residuos metabdlicos (Mercado; Smith; Guard, 2019), sendo
caracterizada por aumento da creatinina sérica e/ou diminuigdo do débito urinario ao
longo das horas ou dias (Jacob; Dannenhoffer; Rutter, 2020; Petejova et al., 2020). A
LRA aumenta as chances de desenvolver problemas cardiovasculares, doenca renal
cronica e morte (Jacob; Dannenhoffer; Rutter, 2020). A LRA se apresenta com
necrose tubular aguda, azotemia pré-renal, nefrite intersticial aguda, doencga renal
vasculitica e glomerulares agudas e nefropatia obstrutiva pds- renal. Essas condigbes
podem coexistir em um unico paciente (Koza, 2014).

A gentamicina € um antibiético usado no tratamento de infecgdes bacterianas
causadas por bactérias gram-negativas. Ele é eficiente contra Pseudomonas sp.,
Proteus sp e Serratia sp. No entanto, este antimicrobiano pode causar nefrotoxicidade,
devido a produgao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que danificam a
estrutura e fungao renal (Mahmoud; Farag, 2017; Sharma et al., 2022).

A lesado renal causada pela gentamicina decorre de trés mecanismos:
tubulares, glomerulares e vasculares. A nefrotoxicidade causa lesdo e morte das
células do tubulo renal, alteragdes funcionais nos componentes celulares envolvidos
no transporte de agua e soluto, contragdo mesangial e vasoconstricdo. O estresse
oxidativo e a inflamagao estao associados ao dano renal (Lopez-Novoa et al., 2011;
Randjelovi¢ et al., 2017). A LRA é uma condi¢gdo que engloba varias complicagdes
para o paciente e esta relacionada a mortalidade. Para prevenir a nefrotoxicidade, que
€ uma das principais causas da doencga renal, € necessario adotar medidas
terapéuticas. Diante dessa circunstancia, foi conduzido um estudo de nefrotoxicidade
utilizando gentamicina, com o objetivo de avaliar o potencial efeito nefroprotetor do

oleo essencial de Cymbopongo citratus.

2.2 Fisiopatologia da lesao renal aguda por gentamicina

A gentamicina induz a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERNs) nas células tubulares renais, como anion superoxido, radical
hidroxila e peréxido de hidrogénio. Esses compostos intensificam o estresse oxidativo
e reduzem a atividade dos sistemas antioxidantes celulares (Baradaran; Nasri;
Rafieian, (2015). Paralelamente, ha aumento da expressao do Fator de Crescimento
Transformador Beta (TGF-B) e da endotelina-1, além de infiltragcdo de células
inflamatadrias, ruptura da membrana basal e congestdo glomerular. Tais alteragdes

resultam em disfunc&o renal e reducéo da taxa de filtragéo glomerular (TFG)(Gamaan;



22

Zaky; Ahmed, 2023; Gentle et al., 2013; Martinez-Salgado et al., 2002).

A gentamicina é filtrada pelos glomérulos e reabsorvida principalmente pelas
células do tubulo proximal e ducto coletor, onde tende a se acumular. Esse acumulo
compromete diversas organelas, incluindo o reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi e mitocéndrias (Olbricht; Fink; Gutjahr, 1991; Petejova et al., 2020). Embora
afete principalmente os tubulos, também pode causar lesées glomerulares.

A toxicidade tubular manifesta-se de duas formas: morte celular,
predominantemente no tubulo proximal e disfungdo sem morte celular. A entrada da
gentamicina nas células ocorre por endocitose mediada por receptores como o
complexo megalina-cubilina. Apds internalizagao, a droga trafega por endossomos e
se acumula em lisossomos, distribuindo-se também pelo reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi (Nagai; Takano, 2014; Quiros et al., 2011).

No reticulo endoplasmatico, a gentamicina interfere na sintese e no correto
dobramento de proteinas, desencadeando estresse do reticulo e ativando a resposta
a proteina mal dobrada (UPR), o que pode induzir vias pro-apoptéticas mediadas por
calpainas e caspase-12 (Igwebuike et al., 2020; Oishi et al., 2015). Em altas
concentracbes, ocorre rompimento da membrana endossomal e liberacido de
hidrolases lisossomais no citosol, contribuindo para disfungdo mitocondrial e prejuizo
a respiracgao celular (Lopez-Novoa et al., 2011).

No citosol, a gentamicina compromete diretamente a fungdo mitocondrial,
interferindo na cadeia respiratéria, reduzindo a produgdao de ATP e aumentando a
geracao de EROs, o que ativa a via intrinseca da apoptose (O’'Reilly et al., 2019). A
toxicidade mitocondrial também pode ocorrer de forma indireta pelo acumulo da
proteina Bax, cuja degradagéo pelo proteossoma € inibida pela gentamicina. Além
disso, a liberacao de catepsinas lisossomais pode clivar caspases ou ativar a proteina
Bid, promovendo apoptose. Em ambientes com deplecdo de ATP, o excesso dessas
enzimas leva a protedlise descontrolada e necrose (Gamaan; Zaky; Ahmed, 2023;
Quiros et al., 2011).

Outro mecanismo envolve a fosfolipidose, resultado da interagcdo da
gentamicina com fosfolipidios de membrana. Essa condicdo é caracterizada pelo
acumulo anormal de fosfolipidios, especialmente nos lisossomos, comprometendo a
atividade de fosfolipases A;, A, e C, enzimas fundamentais para o metabolismo e
renovacgao dos fosfolipidios (Gamaan; Zaky; Ahmed, 2023; Lopez-Novoa et al., 2011;

Quiros et al., 2011). Mesmo na auséncia de morte celular, a gentamicina pode interferir
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significativamente na funcao tubular ao inibir transportadores essenciais, como a
bomba Na*/K*-ATPase. Essa inibicdo compromete o equilibrio hidroeletrolitico,
afetando a reabsorcao de ions e agua. Em um curto intervalo de tempo, podem ser
observadas alteragdes como hipercalciuria (aumento da excrecao urinaria de calcio)
e hipomagnesemia (reducdo dos niveis de magnésio), mesmo antes do surgimento
de lesbes estruturais evidentes (Gamaan; Zaky; Ahmed, 2023; Lopez-Novoa et al.,
2011).

Embora a principal toxicidade causada pela a gentamicina seja nos tubulos, o
glomérulo também sofre alteragdes, pois é onde ocorre o primeiro contato com o rim,
essas alteragdes incluem em diminuicdo da TGF e coeficiente de ultrafiltragao
glomerular (Kf). Isso ocorre, porque a gentamicina faz com que as células mesangiais
se contraiam, diminuindo a filtragdo do sangue. A gentamicina causa a morte e
proliferacdo dessas células, causa esse processo ao mesmo tempo, fazendo com que
o0 numero total de células mesangiais ndo mude muito (Gamaan; Zaky; Ahmed, 2023;
Lopez-Novoa et al., 2011). Em altas doses, ha alteragbes morfoldgicas, discreto
aumento de tamanho, perda do formato arredondado; infiltragdo de neutréfilos e
edema difuso da barreira de filtragcdo. Essas alteracbes séo discretas e podem, ou
nao, afetar a fungdo glomerular (Lopez-Novoa et al., 2011).

O estresse oxidativo causado pela a disfungao mitocondrial, danifica moléculas
celulares, incluindo proteinas, lipidios e acidos nucleicos, prejudicando assim a fungao
celular e levando a morte celular; contribuem para a contragdo mesangial e vascular
que participam da inflamacgéo (Babaeenezhad et al., 2021; Gumbar et al., 2023).

As espécies reativas do O (EROS) estimulam a producado de citocinas proé-
inflamatorias, ativam a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) aumentando a
producédo de 6xido nitrico (NO). O NO pode interagir com anion superoxido, e produzir
um radical peroxinitrito (ONOO") que é extremamente téxico e contribui para dano
celular e a vasoconstricgdo. As EROS reduz a atividade de enzimas antioxidantes
como Catalase (CAT); Superéxido dismutase (SOD); Glutationa (GSH); Glutationa
redutase (GR) e Glutationa peroxidase (GPx) (Gumbar et al., 2023; Lopez-Novoa et
al., 2011).

A necrose inicial causada pela gentamicina, libera restos celulares que ativam
o processo inflamatdrio, que, iniciado acaba amplificando o dano renal. A inflamacao
estimula células glomerulares, células mesangiais, poddcitos e células epiteliais,

células endoteliais e leucdcitos residentes e infiltrados. Estes, por sua vez, produzem
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citocinas e fatores de crescimento que contribuem para o processo fisiopatolégico com
diferentes efeitos, incluindo amplificacdo de danos tubulares (Lopez-Novoa et al.,
2011). Dessa forma, a inflamacéao e o estresse oxidativo estabelecem um elo entre a
necrose tubular e a ativagao/contragdo glomerular e vascular, o que, por sua vez,
intensifica os danos tubulares, principalmente devido a redugao do fluxo sanguineo
renal (FSR).

2.3 Zebrafish Modelo De Lesao Renal

O zebrafish (Danio rerio) (Figura 1) € um organismo modelo promissor para
pesquisa biomédica, incluindo modelagem de doengas humanas e descoberta de
novas drogas terapéuticas, sendo um excelente modelo para estudar o
desenvolvimento, fisiopatologia e aspectos moleculares de doengas renais humanas
(Cheresiz et al., 2020; Fatma; Nayak; Swain, 2021).

Figura 1- Zebrafish adulto em visao lateral.

Fonte: Autoria propria.

E uma espécie que teve origem na Asia, tem varias fases de desenvolvimento
(embrionario, larval e adulta), sua expectativa de vida é de 4 a 5 anos e mantém sua
maturidade sexual por quase toda a vida (Singleman; Holtzman, 2014). Este animal
tem 25 pares de cromossomos, aproximadamente 70% dos mesmos genes dos
humanos e apresenta homologia genética e fisiolégica com estes ultimos (Lachowicz
etal., 2021; Wang; Copmans; De Witte, 2021). Além disso, possui baixo custo (Zhang,
Rui et al., 2021), alta taxa de fecundidade, com um casal podendo colocar 200-300
ovos em uma manha (Hoo et al., 2016; Lachowicz et al., 2021).

No modelo animal zebrafish € possivel estudar tanto a filtragcdo glomerular, a

funcdo essencial dos rins realizada no glomérulo, quanto a depuragéao renal, isto &, a
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capacidade do rim de remover substancias do sangue, uma vez que esse mecanismo
€ preservado nesse modelo. Isso torna o zebrafish um modelo util para pesquisas
renais (Lim et al., 2022; Outtandy et al., 2019). O rim mais maduro no zebrafish é o
mesonefro, ja ao dos mamiferos passam por um estagio adicional do desenvolvimento
renal e formam o metanefro (Drummond, Bridgette, 2016).

O desenvolvimento do rim do zebrafish (Figura 2) comega com o pronefros, que
possui dois néfrons. Eles sdo encontrados de forma horizontal lateral a bexiga
natatoria e se dividem estruturalmente em glomérulo, tubulo contorcido proximal,
tubulo reto proximal, tubulo anterior distal, tubulo posterior distal e ducto coletor, onde
o pronefro termina na cloaca. Conforme o peixe se desenvolve e cresce, a estrutura
basica comeca a se ramificar, formando o mesonefros. Na fase adulta, o mesonefros
€ composto por trés partes principais: Cabeca, tronco e cauda essas estruturas
possuem uma funcdo semelhantes ao cortex e a medula renal encontradas em

humanos (Cirio; De Caestecker; Hukriede, 2015; Drummond, lain A.; Davidson, 2010).

Figura 2 - Comparagao esquematica do néfron em mamiferos, embrides e adultos de zebrafish
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Fonte: Autoria propria.

Assim como os humanos, o zebrafish apresenta uma membrana de borda em
escova bem desenvolvida e expressa receptores de megalina e cubulina localizados
no segmento proximal do tubulo contorcido, auxiliando na reabsor¢cdo de sais,
agucares e pequenas proteinas (Outtandy et al., 2019). Funcionalmente, o rim do
zebrafish possui similaridades com o rim humano, tornando-o um modelo util para

estudar a fungao e as doencas renais.

2.4 Plantas medicinais

As plantas utilizadas como matéria-prima na fitoterapia sdo denominadas plantas
medicinais (Borkatulla et al., 2023). O uso de plantas medicinais, ervas e arbustos tem
sido praticado ha séculos na medicina tradicional e popular, com o objetivo de tratar e
prevenir diversas doencas (Lordani et al., 2018; Verma et al., 2021). Suas
composigoes fitoquimicas apresentam propriedades terapéuticas uteis no tratamento
de doengas especificas ou de grupos de enfermidades. Além disso, esses tratamentos
costumam ser mais acessiveis e associados a menor incidéncia de efeitos adversos,
quando comparados aos tratamentos convencionais (Verma et al., 2021).

A fitoterapia, integrada ao conhecimento cientifico, constitui uma fonte segura
e essencial para o tratamento e a prevencao de diversas enfermidades. Seus
componentes ativos sao extraidos de diferentes partes das plantas, o que possibilita
a identificagcado e caracterizacdo de seus constituintes bioativos (Verma et al., 2021).
Embora as plantas medicinais sejam utilizadas nos cuidados a saude desde a
antiguidade, foi apenas na década de 1970 que a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) reconheceu oficialmente sua importancia para a saude da populagao (Cherobin
et al., 2022).

No Brasil, pais detentor da maior biodiversidade do planeta, essa valorizagao
foi consolidada somente em 2006, com a aprovacgao da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos, que visam estimular a pesquisa e 0 uso seguro, eficaz e de qualidade
dessas plantas pela populagao (Brasil, 2006; Cherobin et al., 2022).

O Brasil se destaca como uma importante fonte de plantas medicinais,
abrigando cerca de 25% de todas as espécies vegetais do mundo (De Souza et al.,

2021). Entre as Praticas Integrativas e Complementares oferecidas pelo Sistema
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Unico de Saude (SUS), o uso de plantas medicinais e a fitoterapia tém papel de
destaque, sendo amplamente adotados, especialmente na Atencéo Primaria a Saude
(Cherobin et al., 2022). Ademais, a falta de acesso aos servigos de saude em diversas
regides, especialmente em paises em desenvolvimento, também contribui para a
busca e o uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica(Berhe; Gesesew;
Ward, 2024).

Os remédios a base de plantas podem ser utilizada para complemento ou
tratamento de doengas renais (Eruotor; Asiwe; Eruotor, 2023), principalmente por
conterem compostos naturais com propriedades antioxidantes, anti-inflamatarias e
nefroprotetoras. Substancias como a berberina, salidrosideo, resveratrol, piceatanol,
formononetina, puerarina, epigalocatequina galato e capsaicina demostram efeitos
protetores em diversos modelos animais, como nefropatia diabética, lesdo renal
causada por isquemia/reperfusao toxicidade induzida por cisplatina e danos causados
por radiacao (Althunibat et al., 2022; Hao et al., 2020; Kanlaya; Thongboonkerd, 2019;
Kursunluoglu; Kayali; Taskiran, 2014; Li ; Xing, 2021; Qin et al., 2019; Ran et al., 2022;
Song et al., 2016; Tovar-Palacio; Noriega; Mercado, 2022; Wang, Xiaobo et al., 2022;
Zhang, Qi et al., 2020).

Essas substancias atuam principalmente em células tubulares renais (TECs),
podadcitos e células mesangiais, reduzindo processos degenerativos e preservando a
funcao renal (Althunibat et al., 2022; Hao et al., 2020; Kanlaya; Thongboonkerd, 2019;
Kursunluoglu; Kayali; Taskiran, 2014; Li, Qing; Xing; Yuan, 2021; Qin et al., 2019; Ran
et al., 2022; Song et al., 2016; Tovar-Palacio; Noriega; Mercado, 2022; Wang, Xiaobo
et al., 2022; Zhang, Qi et al., 2020). De forma geral, evidéncias pré-clinicas reforcam
que compostos naturais apresentam amplo potencial como agentes protetores e

moduladores da funcao renal.

2.4.1 Cymbopongo Citratus

O género Cymbopogon, apresenta ampla distribuicdo nas regides tropicais e
subtropicais da Africa, Asia e Américas. Composto por 144 espécies, o género é
amplamente reconhecido por seu elevado teor de Oleos essenciais, amplamente
empregados na industria cosmética, farmacéutica e de perfumaria (Avoseh et al.,
2015). Suas aplicagdes incluem o tratamento de problemas estomacais, agéo

repelente de insetos, atividade antioxidante, uso tépico em cosméticos, tratamento de
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condigcbes febris, acdo antisséptica, uso como condimento, atividade antimalarica,
efeito diurético e até o alivio do reumatismo(Avoseh et al., 2015).

A espécie Cymbopogon citratus (C. citratus), popularmente conhecido como
capim-limdo ou Capim-santo, € uma planta herbacea perene da familia Poaceae,
amplamente utilizada na medicina popular (Martins et al., 2021; Oladeji et al., 2019).
E nativa da Asia, porém encontra-se amplamente distribuida também na Africa e nas
Américas (Karami et al., 2021).

Possui caules verdes, finos e alongados (Figura 3), acompanhados de um aroma
citrico caracteristico que lhe confere o nome popular. Suas folhas, também verdes,
delgadas e alongadas, apresentam formato laminar e contribuem para seu aspecto
visual distintivo. A planta libera uma fragrancia semelhante a de frutos citricos, o que
a torna amplamente valorizada em aplicacbes culinarias, na aromaterapia e,
especialmente, na medicina tradicional (Rahhal et al., 2024). As aplicacbes de C.
citratus incluem a preparacao de infusdes e decocgbes utilizadas no tratamento de
condi¢cdes febris e de disturbios dos sistemas gastrointestinal e nervoso central
(Nambiar; Matela, 2010).

Figura 3- Planta Cymbopogon citratus (capim-limao).

Fonte:Pixabay (2025)

O seu 6leo essencial € rico em compostos bioativos, principalmente citral
(geranial e neral), que conferem propriedades como antitérmico, antiinflamatorio,

antifungico, antiparasitario, antimicrobiano, antitumoral e antioxidante (Bayala et al.,
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2018; Boukhatem et al., 2014; Clement; Baksh-Comeau; Seaforth, 2015; Rojas-Armas
et al., 2020; Temitayo et al., 2020). O citral reduziu o estresse oxidativo e as citocinas
pré-inflamatérias, conferindo assim um efeito protetor contra a carcinogénese induzida
por UV-B em camundongos sem pele (Kremer et al., 2019).

O estudo de Kusmardiyani; Alfianti; Fidrianny (2016) utilizou extratos de C.
citratus obtidos com n-hexano, acetato de etila e etanol, preparados por refluxo com
solventes de diferentes polaridades. A atividade antioxidante foi determinada pelos
métodos 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e poder antioxidante de reducao férrica
(FRAP), além de ser avaliada a correlagdo entre esses resultados e o conteudo
fendlico total (TPC), o conteudo total de flavonoides (TFC) e o conteudo total de
carotenoides (TCC). Foram calculadas a concentragao inibitéria 50% (ICso) para o
ensaio DPPH e a concentracéo efetora 50% (ECso) para o método FRAP.

Os resultados demonstraram que os extratos apresentaram atividade
antioxidante muito potente pelo método DPPH, sendo os compostos fendlicos os
principais responsaveis pela atividade observada tanto nos ensaios DPPH quanto
FRAP (Kusmardiyani; Alfianti; Fidrianny, 2016).

Além disso, um dos principais monoterpenos presentes no 6leo essencial de C.
citratus (CCEOQ), o geraniol, demonstrou capacidade de inibir o canal idbnico KV1.3
(canal de potassio dependente de voltagem), com IC5, de 0,5 mM. A expresséo desse
canal é reconhecida como um fator relevante na fisiopatologia de doengas autoimunes
e inflamatdrias crénicas (Ye et al., 2019). Diante da diversidade de aplicagdes
terapéuticas e da relevancia farmacoldgica, especialmente do CCEO, torna-se
necessario aprofundar o conhecimento sobre seus efeitos biolégicos. Assim, o

presente estudo avaliou sua agdo em um modelo de lesdo renal aguda.
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

No cenario mundial, a nefrotoxicidade induzida por medicamentos é
responsavel por aproximadamente 17% a 26% dos casos de LRA, sendo essa
propor¢ao ainda maior em paises em desenvolvimento. Entre os farmacos mais
associados a esse quadro destacam-se os aminoglicosideos, como a gentamicina,
frequentemente relacionados a inducédo de LRA em pacientes internados em unidades
de terapia intensiva, com taxas de mortalidade variando entre 30% e 60% (Yang,
Xiaoping et al., 2019).

A ocorréncia de LRA € maior em paises em desenvolvimento do que em paises
desenvolvidos (Ponce; Balbi, 2016). Até o momento, n&o existem terapias especificas
para o seu tratamento, e as taxas de morbidade e mortalidade permanecem elevadas.
Além disso, a LRA esta associada a hospitalizagbes prolongadas, acarretando
significativo impacto econémico para os sistemas de saude (Alcalde; Kirsztajn, 2018;
Kumar, 2018).

O estresse oxidativo € reconhecido como um dos principais mecanismos
envolvidos na nefrotoxicidade causada pela gentamicina. Nesse contexto,
antioxidantes tém demonstrado elevada eficacia em atenuar o dano renal provocado
por esse farmaco (Abdelrahman, 2018; Lopez-Novoa et al., 2011), Assim, 0 uso de
plantas medicinais ou 6leos essenciais com propriedades antioxidantes surge como
uma estratégia promissora para reduzir tais lesées. O CCEO, que ja demonstrou
apresentar atividade antioxidante, destaca-se como uma abordagem potencialmente
eficaz na protecéo contra a nefrotoxicidade induzida pela gentamicina.

A acao protetora dos antioxidantes contra a nefrotoxicidade induzida pela
gentamicina ocorre por multiplos mecanismos: redugao da citotoxicidade direta e do
estresse oxidativo, como evidenciado pelo estudo com epigalocatequina-3-galato, que
restaurou os niveis de GSH e diminuiu o MDA (Yue et al., 2022), inibigdo da contragao
de células mesangiais e da vasoconstricdo glomerular (Morales et al., 2006), efeito
anti-inflamatério, com reducdo de mediadores como TNF-a, IL-1B, IL-6 e NF-kB
(Abukhalil et al., 2025). O uso de antioxidantes e anti-inflamatodrios fazem parte de
uma das abordagens na prevengao e protecao contra lesédo renal (Imig; Ryan, 2013;
Tang et al., 2018; Zhang, Beibei et al., 2019).

Apesar de apresentar propriedades antioxidantes promissoras, o CCEO possui

constituintes que podem gerar efeitos adversos em doses elevadas. Por isso, &
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fundamental investigar sua seguranca em modelos experimentais, especialmente
quanto ao risco de toxicidade renal (Mesallam et al., 2023). Estudos com C. citratus

sao, portanto, essenciais para definir doses seguras e esclarecer seu real potencial
terapéutico frente a LRA.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxicos e antioxidantes do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
em zebrafish adultos, considerando parametros comportamentais, fisiolégicos e
bioquimicos, bem como sua capacidade de atenuar a nefrotoxicidade induzida por

gentamicina.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar as alteragdes decorrentes da exposicédo ao 6leo essencial, identificando
manifestacdes clinicas associadas a toxicidade.

e Investigar os efeitos comportamentais do CCEO em zebrafish adultos,
analisando possiveis alteragdes que indiquem toxicidade sistémica, incluindo
nefrotoxicidade,e relacionando o comprometimento fisiolégico as respostas
comportamentais observadas.

e Fazer analise morfofisioldgica dos rins de zebrafish no modelo de LRA.

e Determinar os efeitos bioquimicos do 6leo essencial sobre marcadores de
estresse oxidativo, correlacionando os achados moleculares com alteragdes

fisiologicas, comportamentais e histologicas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Local de realizacao e aspectos éticos

O projeto foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica no Uso de Animais e
aprovado sob o protocolo n° 020/23 (Anexo A). Nos experimentos foram utilizados
peixes Danio rerio (zebrafish), ffmeas e machos adultos, com idade entre 4 e 10
meses. Respeitando a Resolugdo Normativa CONCEA n°22/2015 e Lei n°11.794, de
2008, conhecida como Lei Arouca. Os experimentos com os animais e eutanasia
ocorreram dentro das dependéncias do Laboratoério Zebrafish na Unichristus campus
Benfica. As analises dos materiais biologicos foram realizadas no Laboratério de
Toxinologia, do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM-
UFC).

5.2 Animais e Grupos amostrais
Para este projeto, foram utilizados 102 zebrafish adultos (ZFa). O estudo foi
conduzido em duas etapas. Na primeira etapa, realizou-se a avaliacao da toxicidade
do CCEO, distribuindo os animais em quatro grupos, cada grupo com 8 animais
(Figura 4), Na segunda etapa, foi conduzido o protocolo de lesdo renal aguda,
composto por sete grupos, cada um contendo 10 animais (Figura 4).
Figura 4- Desenho experimental ilustrando as duas fases do estudo: Fase 1, referente ao

ensaio de toxicidade aguda do CCEO conforme a Diretriz OECD 203; e Fase 2, correspondente

ao protocolo de lesdo renal aguda induzida por gentamicina.
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Experimental Design

Experimental Phase 1 Experimental Phase 2
4 N\ / Groups (n = 10 each): \
Groups (n = 8 each): Naive
Vehicle Vehicle
CCEO 10 mg/kg Injury Control
NAC
CCEO 50 mg/kg GEN + CCEO 10 mg/kg
CCEO 100 mg/kg GEN + CCEO 50 mg/kg
\_ J \_  GEN+CCEO 100 mg/kg _/

O célculo do numero de animais por grupo foi realizado com auxilio do
programa estatistico Piface (Russell V. Lenth, versdo 1.76,29 de junho de 2011),
complementado pela consulta a literatura da area de estatistica (Charan; Kantharia,
2013; Lenth, 2001).

Os animais foram adquiridos da empresa Agroquimica, especializada na
criacdo e comercializagado de peixes. Os animais foram mantidos em aquarios de
vidro, com densidade de 5 ZFal/L, a temperatura constante de 28 °C, sob ciclos de
claro-escuro de 14/10 horas. A agua utilizada foi proveniente da rede publica (pH entre
7 e 8), previamente tratada com anticloro (ProtecPlus®; 2 gotas/L) e oxigenada por

meio de bombas de ar acopladas a filtros submersos.

A troca da agua foi realizada de forma parcial ou total a cada 24 horas ou,
no maximo, a cada 48 horas. Na troca parcial, pode-se renovar até 70% do volume da
agua; nas trocas totais, os animais eram geralmente transferidos para outro aquario
limpo. Apds o periodo de aclimatagao, os ZFa foram alimentados com ragao a base

de Spirulina®, administrada ad libitum.

Os utensilios utilizados nos aquarios (como redes, termostatos, aeradores,
entre outros) foram restritos a cada aquario, a fim de evitar a transmissao de doencgas
fungicas e bacterianas. Variagdes de temperatura, especialmente abaixo de 20 °C,
favoreceram a proliferagdo de fungos (Saprolegnia sp.) e protozoarios

(Ichthyophthirius muiltifiliis). Evitou-se 0 manuseio brusco dos animais, com o objetivo
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de prevenir a perda de escamas, o0 surgimento de lesdes e o acumulo de material
organico nos aquarios. Os peixes mortos foram prontamente removidos, a fim de evitar
a disseminacdao de agentes infecciosos, e todo o material a ser utilizado foi

devidamente higienizado antes do uso.

5.3 Oleo essencial de Cymbopongo citratus (CCEO) composicdo quimica

O CCEO utilizado neste estudo foi cedido pelo Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob supervisdo da Profa. Dra. Mary
Anne Medeiros Bandeira. Os exemplares da planta foram coletados no Horto de
Plantas Medicinais Francisco José de Abreu Matos (Fortaleza, CE), com identificagédo
botanica confirmada por exsicata (n° 54263), depositada no Herbario Prisco Bezerra
(UFC). O dleo foi obtido por hidrodestilagao (arraste por vapor d’agua) e caracterizado
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), conforme
descrito pelo grupo responsavel pela extragado (Sousa et al., 2025).

O odleo que foi usado nesse projeto possui os seguintes constiuintes
principalmente (90,88%) pelo monoterpeno citral aldeido, formado por geranial
(55,48%) e neral (35,40%). Além disso, possui composi¢cao quimica: nerol (3,49%),
betamirceno (3,49%), 6-metil-5-hepten-2-ona (0,46%) e alcool diacetbnico
(1,68%)(Sousa et al., 2025).

5.4 Delineamento experimental

5.4.1 Avaliagao da Toxicidade Aguda segundo a Diretriz OECD 203

Os animais foram expostos ao CCEO nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg,
incluindo-se um grupo veiculo (solugéo salina contendo 0,5% de DMSO), e foram
avaliados ao longo de 96 horas. O monitoramento dos peixes apds a aplicagéo foi
realizado utilizando uma tabela de registro de sinais clinicos (Anexo B), na qual foram
anotadas anormalidades relacionadas ao comportamento, aparéncia e mortalidade A

frequéncia das avaliagdes seguiu a recomendagao da OECD (2019):

e 1°dia: duas avaliagcbes diarias;
e 2°e 3°dias: duas avaliagdes diarias;

e 4°dia: uma avaliagdo diaria.

A administracdo do CCEO foi realizada por via intraperitoneal (i.p.), de acordo
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com as doses estabelecidas para cada grupo experimental. Apds a aplicagao, os
peixes foram imediatamente devolvidos aos respectivos tanques de teste, mantidos
separados dos demais experimentos. O comportamento dos animais foi
acompanhado ao longo de todo o periodo experimental conforme os procedimentos

previamente descritos.

Ao término do periodo de exposicao, os peixes foram submetidos ao Teste de
Campo Aberto, conforme descrito por Magalhaes et al. (2017), com o objetivo de
avaliar a atividade locomotora. A dose letal capaz de causar mortalidade em 50% da
populacao (DL so) foi calculada utilizando o software Quest Graph™ LD50 Calculator,

desenvolvido pela AAT Bioquest, Inc.

5.4.2 Protocolo de Lesdo Renal Aguda Induzida por Gentamicina

Os animais foram submetidos a dose de 100 mg/kg de gentamicina, considerada
adequada para a indugao de lesao renal aguda (Kamei; Liu; Drummond, 2015). O
protocolo empregado foi adaptado do estudo de Vaishnu Devi e Viswanathan (2019).
A gentamicina foi administrada por via i.p. com o objetivo de induzir a lesédo renal.
Apods 24 horas, iniciou-se o tratamento destinado a promover a reversao da injuria,
conforme os diferentes grupos experimentais descritos (Quadro 1). Apds a

administragao das substancias, os animais foram monitorados por 7 dias (Figura 5).

Quadro 1- Organizagao dos grupos experimentais.

Organization of Experimental Groups

Experimental Group Treatment Description
Naive Control No intervention
Vehicle Control Vehicle — Saline (i.p.), evaluated for 7 days.
Control Groups
Injury Control Gentamicin (100 mg/kg, i.p.); evaluated for 7 days.

. Gentamicin (100 mg/kg, i.p.) + N-acetylcysteine (4

Positive Control (NAC 4 mg/kg) mg/kg, i.p. — 24 h after); evaluated for 7 days.

Gentamicin (100 mg/fkg, i.p.) + Cymbopogon citratus|

Gen+ CCEQ 10 mgjkg essential oil (10 mg/kg. i.p. — 24 h after); evaluated for

7 days.

Gentamicin (100 mg/kg, i.p.) + Cymbopogon citratus|

Treatment Groups Gen+ CCEQ 50 mg/kg essential oil (50 mg/ka. i.p. — 24 h after); evaluated
for 7 days.

Gentamicin (100 mg/kg, i.p.) + Cymbopogon citratus

Gen+ CCEOQ 100 mg,’kg essential oil (100 ma/kg, i.p. — 24 h after); evaluated

for 7 days.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 5—- Cronograma do experimento.

Gentamicin-Induced Renal Toxicity in Zebrafish Treated
with Cymbopogon citratus Essential Oil (CCEO)

Experimental Design

Zebrafish I Survival assessment during the ) _— Mesonephros
(n=10) Gentamicin Treatment (i.p.) experimental period Kidney dissection

(100 mg/kg.i.p.) s | (post-euthanasia)
= T

*
=

CCEO (10, 50, or 100 mg/kg)
Naive
Injury Control

Fonte: Autoria prépria.
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No dia do experimento, os animais dos grupos controle e tratados foram
distribuidos individualmente em béqueres de 300 mL contendo 150 mL de agua. Em
seguida, os animais foram anestesiados por imersao em agua resfriada a 10 °C, até
atingirem completa imobilidade. Apds a anestesia, cada peixe foi transferido para uma
esponja umida, onde recebeu a injecao intraperitoneal de 10 yL das substancias em
estudo. As aplicagdes foram realizadas com uma seringa de insulina de 0,5 mL (Ultra
Fine, BD), acoplada a uma agulha de calibre 30, conforme descrito por Magalhaes et
al. (2017). Logo apd6s a administragdo, os peixes foram retornados aos respectivos

béqueres e mantidos em recuperacgéo por 30 minutos.

5.5 Avaliagcao Comportamental

Estudos que estabelecem correlacbes entre respostas comportamentais e
alteragdes bioquimicas e histologicas sao fundamentais para compreender a
amplitude dos efeitos do CCEO. Essa abordagem integrada permite ndo apenas
identificar potenciais mecanismos de acdo antioxidante e modulador do sistema

nervoso central, mas também avaliar a segurang¢a do uso do 6leo essencial. Assim, a
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analise combinada desses parametros auxilia na determinagado de doses seguras e
eficazes, fornecendo suporte para sua aplicagao racional em contextos terapéuticos
(Maximino et al., 2010; Mukherjee et al., 2025; Sarasamma et al., 2019).

5.5.1 Teste do campo aberto

Apds 30 minutos dos tratamentos, os ZFa foram submetidos ao teste de Campo
Aberto para avaliagcdo da atividade locomotora, mensurada pelo numero de
cruzamentos de linhas (NCL), utilizando placas de Petri de vidro (100 x 15 mm). O
comprometimento locomotor induzido pelas substancias testadas foi avaliado pela
contagem dos cruzamentos realizados pelos peixes entre os quadrantes da placa,

durante um periodo de 5 minutos (Figura 6).

Figura 6 — Campo aberto. Representag¢do do teste de campo aberto, com a area dividida em
quadrantes, permitindo a analise de comportamentos locomotores.

Fonte: Autoria prépria.
O grupo sem tratamento (Naive) foi utilizado como baseline (100%). A partir
desse valor, a porcentagem de NCL para os demais grupos foi calculada conforme

descrito por (Tatem et al., 2014):

NCL% = [NCL(Tratamento)/NCL(Naive)] x 100%.

5.5.1 Teste do claro/escuro

O teste de claro/escuro € utilizado para avaliar os efeitos toxicos de substancias
no comportamento animal (Fitzgerald et al., 2020). O comportamento nesta tarefa
reflete um conflito entre a preferéncia do animal por areas protegidas escuras e uma

motivagao inata para explorar novos ambientes. Passar mais periodos na camara
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escura reflete um aumento do estado de ansiedade/estresse. Assim, essa pratica tem
como objetivo avaliar o efeito estressor de uma substancia teste em ZFa. Apés 30
min, os ZFa foram adicionados na zona clara de um aquario de vidro (30 x 15 x 20
cm), dividido em zona clara e escura, com agua (3 cm) (Figura 7) (Magalhaes et al.,

2017).

Figura 7 — Claro/escuro. Representacéo do teste claro-escuro, com a arena dividida em
duas zonas distintas: uma iluminada e outra escura

Fonte: Autoria propria.

5.6 Determinacgao de parametros de estresse oxidativo

Os animais foram previamente anestesiados por imersdo em agua resfriada a
10 °C e, posteriormente, eutanasiados por decapitagdo. Logo apds o procedimento,
os rins foram removidos e colocados em uma placa de Petri mantida sob gelo.
Concluida a dissecagao, realizada sempre em condi¢des refrigeradas, os rins foram
transferidos para microtubos tipo Eppendorf, devidamente rotulados, pesados e

conservados a —80 °C até o momento das analises bioquimicas.

5.6.1Determinagcao da concentragao de glutationa reduzida

A glutationa reduzida (GSH) foi utilizada como marcador da capacidade
antioxidante endoégena. Sua quantificagdo empregou o reagente de Ellman (DTNB), o
qual reage seletivamente com grupos sulfidrilas. Para a analise, os rins foram
inicialmente homogenizados em tampé&o contendo 0,02 M de EDTA e, posteriormente,
tratados com &cido tricloroacético a 50% para precipitacdo de proteinas.

Apods centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante obtido foi
reservado para a mensuragdo da GSH, seguindo o protocolo descrito por Sedlak e
Lindsay (1968). Em seguida, as amostras foram misturadas ao tampéao tris-HCI 0,4 M

(pH 8,9) e ao DTNB 0,01 M.A determinagao da concentracdo de GSH foi realizada por



40

espectrofotometria, com leitura a 412 nm, utilizando uma curva padrao de glutationa.

Os resultados foram expressos em microgramas de GSH por grama de tecido umido.

5.6.2 Determinagao da concentragao de nitrito

Com o objetivo de avaliar indiretamente a formacdo de &xido nitrico, foi
determinada a concentragao de nitrito nos homogenatos renais. Para isso, as
amostras foram centrifugadas a 800 x g por 10 minutos e 0 sobrenadante resultante
foi coletado para posterior analise pelo método colorimétrico de Griess (Green;
Tannenbaum; Goldman, 1981; Radenovic; Selakovic, 2005).

A quantificagédo consistiu na combinac&o de 100 yL do reagente de Griess com
100 pL do sobrenadante de cada amostra. As reacdes foram mantidas a temperatura
ambiente por 10 minutos, permitindo o desenvolvimento da coloragao caracteristica.
A curva padrao foi confeccionada a partir de solugdes de nitrito de sédio, variando de
0,75 a 100 mM, preparadas nas mesmas condi¢des experimentais. Amostras
brancas foram obtidas substituindo o homogenato por tampdo. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em microplacas, a 560 nm, e os valores finais foram

expressos em UM de nitrito por grama de tecido.

5.6.3 Avaliacao da peroxidacgao lipidica

A peroxidacao lipidica foi avaliada pela quantificacdo das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos homogenatos de tecido. Para essa determinacao,
os tecidos foram inicialmente processados em tampéo fosfato monobasico de potassio
(50 mM, pH 7,4). Em seguida, 63 pL do homogenato foram misturados a 100 pL de
acido perclorico a 35%, e a preparacgao foi submetida a centrifugagéo a 7000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante obtido foi entdo transferido para novos microtubos, aos
quais foram adicionados 50 pL de acido tiobarbiturico (1,2%). As amostras foram
aquecidas em banho-maria a 100 °C por 30 minutos, permitindo a reacéo entre o TBA
e os produtos de oxidagao lipidica.

Apods o resfriamento, a peroxidacéo lipidica foi mensurada por meio de leitura
espectrofotométrica a 535 nm. Os valores finais foram expressos como ug de MDA
por grama de tecido umido, conforme metodologia proposta por Ohkawa, Ohishi e
Yagi (1979).

5.7 Analise Estatisticas
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A analise estatistica foi conduzida no software GraphPad Prism 8 (San Diego,
CA, EUA). Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro—Wilk para
avaliar a adequagcao a distribuicdo normal. Quando os valores apresentaram
distribuicdo normal, aplicou-se a ANOVA de uma via, seguida do teste pds-hoc de
Bonferroni. Nos casos em que a normalidade néo foi atendida, utilizou-se o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencas entre grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05.



6 RESULTADOS

6.1 Toxicologia

O teste de toxicologia aguda foi conduzido em zebrafish com o objetivo de
avaliar a seguranga do CCEO. Cada grupo experimental foi composto por 8 animais.
Durante o periodo de observagao, ocorreram mortes em dois grupos: na dose de 50
mg/kg, um animal morreu 5 horas apds a administragdo; na dose de 100 mg/kg, foram
registradas trés mortes, uma apos 24 horas, uma apos 48 horas e outra apés 96 horas.
Nos grupos Vehicle e 10 mg/kg, ndo foram observadas mortes (Tabela 1). A DLsg
estimada por Logit: 110 mg/kg (IC 95%: 70,6—149,4). Probit LDsg estimada por Probit:
111,2 mg/kg (IC 95%: 66,8—-155,6). As estimativas foram obtidas por regressao Logit

e Probit; os intervalos de confianga correspondem a 95% (Figura 8).

Tabela 1 — Efeito das diferentes doses de CCEO na mortalidade de zebrafish.

Grupos

Vehicle

CCEO
10 mg/Kg
CCEO
50 mg/Kg
CCEO
100 mg/Kg

Concentragao N° de N° de Mortalidade
(mg/mL) Zebrafish mortos (%)
0 mg/mL 8 0 0%
0,5 mg/mL 8 0 0%
2,5 mg/mL 8 1 12,5%
5 mg/mL 8 3 37,5%

Fonte: Autoria propria.

Figura 8 — Equacgbes para Estimar a DLso
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Equations for LDg, Estimation LDg, (mg/mL) Standard Error (SE) 95% CI (mg/mL)

logit(0.5) = 0 = By + B - DLgg

0= Bp+ B1-DLgo

Logit DLy — _% 5.50 1.003 3.63—-7.47
1

ot —25225
DL = 04537 5.50 mg/mL

&71(0.5) =0 = fy + By - DLy
DLy = -2
Probit 50 = I 5.56 1132 3.34-7.78

—2.5225
0.4537

DLER — = 5.56 mg/mL

Fonte: Autoria prépria.

Apesar da baixa mortalidade observada nas doses testadas, os animais apresentaram
diversos sintomas clinicos (Figura 9). No grupo tratado com CCEO na dose de 10
mg/kg, foram registrados sintomas anormais de pigmentacdo da pele, como
iluminagado (100%) e manchas (100%). Esse grupo também apresentou fungao
ventilatéria anormal, caracterizada por tosse (62,5%), além de comportamento
anormal de natagéo, como hiperatividade (100%) e formagao de escolaridade densa
(100%). Outras anormalidades observadas incluiram hemorragia (50%).

Figura 9- Mapa de calor da frequéncia de sintomas apds exposi¢cdo aguda ao 6leo essencial de
Cymbopogon citratus

Heatmap of Symptom Frequency Following Acute Exposure to
Cymbopogon citratus Essential Oil

Vehicle control 10 ma/kyg 50 mg/kg 100 myg/kg
Lightening -
Mottled skin 37%
Coughing behavior 25%
Hyperactivity 0%
Dense schooling behaviour 0%
Hemorrhage 0% 50% 0%

Abnormal bottom distribution behavior 0% 0% 0%
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Fonte: Autoria prépria.

No grupo tratado com a dose de 50 mg/kg, foram observadas alteracdes
semelhantes na pigmentacéo da pele, com iluminacao excessiva (87,5%) e manchas
(87,5%). Também foram registrados sintomas de funcéo ventilatéria anormal, como
tosse (37,5%), e comportamento de natacéo alterado, como hiperatividade (87,5%).
Hemorragias foram observadas em 75% dos animais deste grupo.

Na dose de 100 mg/kg, os animais apresentaram alteragdes de pigmentagao
da pele, incluindo iluminagéo (62,5%) e manchas (75%). Também foram observados
comportamentos anormais de natagdo, como hiperatividade (62,5%), formagao de
escolaridade densa (62,5%) e comportamento anormal no fundo do aquario (62,5%).

O grupo Vehicle também apresentou algumas alteracées, embora em menor
intensidade. Foram observadas alteragdes na pigmentagao da pele, como iluminagao
(100%) e manchas (37,5%). Além disso, 25% dos individuos demonstraram tosse.

A atividade locomotora foi avaliada pelo numero de cruzamentos no teste de
campo aberto (Figura 10). A ANOVA indicou diferenca significativa entre os grupos
(F(3,22) = 3,776; p = 0,0251; R? = 0,3399). O teste de Tukey mostrou que apenas a
dose de 50 mg/kg aumentou significativamente a atividade locomotora em relagéo ao
Vehicle (diferengca média = -55,58; p = 0,0270). As demais comparagdes nao foram
significativas (p > 0,05)

Figura 10- Avaliacdo do comportamento locomotor de animais submetidos a administragao de 6leo
essencial de Cymbopogon citratus (CCEO).



45

*Q

150

F (3,22)=3.776
100~- T P=0.0251

50

N° de Cruzamentos

0 1 1

Q@ O
\\e“\ \Q@Q\

o
00?' 00?’

Testes de atividade locomotora em zebrafish tratados com 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(CCEOQ) e Veiculo: peixes tratados com solucao salina + 0,5% de DMSO. CCEO 10 mg/Kg: peixes
tratados com 10 mg/kg de CCEO. CCEO 50 mg/Kg: peixes tratados com 50 mg/kg de CCEO. CCEO
100 mg/Kg: peixes tratados com 100 mg/kg de CCEOQO. * Comparagéao versus grupo Vehicle. Valores
significativos:* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Abreviagdes: a = Controle Veiculo;
b = CCEO 10 mg/kg; ¢ = CCEO 50 mg/kg; d = CCEO 100 mg/kg.

6.2 Protocolo de Lesao Renal Aguda Induzida por Gentamicina
6.2.1 Comportamento

6.2.1.1 Campo aberto

No teste de campo aberto, utilizado para avaliar a atividade locomotora, nao
revelou diferenga significativa entre os grupos (P=0,1122) (Figura 11). O post hoc

valida a auséncia de diferencgas estatisticas entre os grupos (p> 0,05).
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Os dados sao demonstrados com média * erro padrao da média (SEM). A andlise one-way ANOVA
nao indicou diferengas significativas entre os grupos (F(6,56) = 1,818, p = 0,1122). O teste post hoc
de Bonferroni confirmou a auséncia de diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05).

Figura 11- Atividade locomotora no teste de campo aberto em zebrafish LRA induzida por
gentamicina e submetidos a diferentes tratamentos.

6.2.1.2 Claro/Escuro

No teste claro/escuro foram avaliados dois parametros: o tempo de
permanéncia do animal na zona clara do aparato e o numero de transicdes entre as
zonas clara e escura. A analise revelou diferengas significativas entre os grupos no

tempo de permanéncia no compartimento claro (p < 0,0001) (Figura 12 A).

Figura 12- (A) Tempo de permanéncia no claro e (B) numero de transicdes em zebrafish LRA
induzida por gentamicina e submetidos a diferentes tratamentos.
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(A) Tempo no Claro: Os dados sado apresentados como média + erro padrao da média (SEM). As
médias foram: Naive (230,3 £ 8,3), Vehicle (134,9 + 28,5), Injury (51,0 £ 22,2), NAC 4 mg/kg (61,6
16,3), Gen + CCEO 10 mg/kg (36,4 + 11,0), Gen + CCEO 50 mg/kg (11,9 + 4,6) e Gen + CCEO 100
mg/kg (57,0 £ 17,2).

(B) Transigoes: Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média (SEM). As médias
foram: Naive (34,22 + 4,27), Vehicle (21,56 + 4,88), Injury (3,22 = 1,04), NAC 4 mg/kg (9,17 + 2,14),
Gen + CCEO 10 mg/kg (20,88 £ 4,11), Gen + CCEO 50 mg/kg (11,44 + 3,88) e Gen + CCEO 100
mg/kg (15,64 + 3,93).

A analise post hoc demonstrou que o grupo Naive permaneceu
significativamente mais tempo na zona clara do que todos os demais grupos, incluindo
Vehicle (p = 0,0118), Injury (p < 0,0001), NAC 4 mg/kg (p < 0,0001), Gen + CCEO 10
mg/kg (p < 0,0001), Gen + CCEO 50 mg/kg (p < 0,0001) e Gen + CCEO 100 mg/kg (p
< 0,0001).

Demostrou também diferenga significativa entre os grupos Vehicle e Injury (
p=0,0372), demostra que o grupo injury tem menor tempo na zona clara do aparato.
O grupo Vehicle também diferiu significativamente de Gen + CCEO 10 mg/kg (p =
0,0113) e Gen + CCEO 50 mg/kg (p = 0,0003). Nao foram observadas diferengas
significativas entre Injury, NAC 4 mg/kg, Gen + CCEO 10 mg/kg, Gen + CCEO 50
mg/kg e Gen + CCEO 100 mg/kg (p > 0,05).

A analise indicou diferenca estatistica dos tratamentos, no numero de
transicdes entre compartimentos Claro e Escuro (p < 0,0001) ( Figura 12 B). A analise
post hoc demonstrou que grupo Injury apresentou uma reducdo significativa do
numero de transicées quando comparado ao grupo Naive (p < 0,0001) e Vehicle (p =
0,0189), confirmando o efeito lesivo e o comprometimento comportamental. O NAC 4
mg/kg também apresentou uma diferencga significativa em relagéo ao grupo Naive (p
< 0,0001).

Entre os tratamentos, somente o grupo Gen + CCEO 10 mg/kg obteve melhora
significativa do comportamento em relagdo ao grupo Injury (p = 0,0382), indicando
efeito protetor sobre as transi¢des Claro/Escuro. As doses 50 mg/kg e 100 mg/kg de
Gen + CCEO mostraram auséncia significativa quando comparadas ao grupo Injury (p
> 0,05). Da mesma forma, o tratamento com NAC 4 mg/kg ndo apresentou diferenca

significativa em relagé&o ao grupo Injury (p > 0,05).

6.2.2 Estresse oxidativo
6.2.2.1 GSH
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A analise revelou diferenga significativa entre os grupos experimentais para os
niveis de GSH (p = 0,0040) (Figura 13). post hoc mostrou que apenas o grupo Gen +
CCEO 50 mg/kg apresentou diferenga significativa em relagdo ao Naive, exibindo
niveis mais elevados de GSH (p = 0,0091). As demais comparagdes entre o grupo
Naive e os outros tratamentos, Vehicle, Injury, NAC 4 mg/kg, Gen + CCEO 10 mg/kg

e Gen + CCEO 100 mg/kg , ndo alcangaram significancia estatistica (p > 0,05).

Figura 13 — Concentracdo de GSH (ug/g de tecido) nos diferentes grupos experimentais.
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Os dados sdo expressos como média + EPM: Naive (7841 £ 1004), Vehicle (9845 + 1394), Injury
(12653 + 980,4), NAC 4 mg/kg (12134 + 752,0), Gen + CCEO 10 mg/kg (13911 + 566,4), Gen +
CCEO 50 mg/kg (13890 + 1402) e Gen + CCEO 100 mg/kg (9914 + 1778) (a) indica diferenca
significativa em comparagdo ao grupo Naive (p < 0,05). ** indica diferenga significativa em
comparacgao ao grupo Naive (p < 0,01).

6.3.2 Nitrito

A analise indicou diferenga significativa entre os grupos quanto aos niveis de
nitrito (p = 0,0154) (Figura 14). O post hoc identificou duas comparagdes
estatisticamente significativas. O grupo Injury apresentou niveis de nitrito
significativamente maiores que o Naive (p = 0,0385). Além disso, o grupo Injury
também diferiu significativamente do grupo NAC 4 mg/kg, exibindo valores mais

elevados (p = 0,0167).
As demais comparagdes entre os grupos ndo mostraram diferengas estatisticamente
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significativas (p > 0,05), incluindo as comparagdes entre os grupos tratados com

Gen + CCEO e os grupos Naive, Vehicle ou Injury.

Figura 14 — Concentracado de Nitrito (nmol/g de tecido) nos diferentes grupos experimentais.
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Os dados sao expressos como média + EPM: Control (0,7711 £ 0,0786), Vehicle (0,8213 + 0,0883),
Injury (2,690 + 1,034), NAC 4 mg/kg (0,7533 £ 0,0513), Gen + CCEO 10 mg/kg (1,361 £ 0,1605),
Gen + CCEO 50 mg/kg (1,207 + 0,1549) e Gen + CCEO 100 mg/kg (0,9220 + 0,1207).

(a) indica diferenca significativa em comparagéo ao grupo Control (p < 0,05).

(c) indica diferenca significativa em comparagao ao grupo Injury (p < 0,05).

6.3.3 Tbars

A analise indicou diferenga significativa entre os grupos quanto aos niveis de
MDA (p=0,001) (Figura 15). O post hoc identificou aumento do MDA no grupo Injury
em comparagao ao grupo Naive ( p=0,0029) e Vehicle (p=0,0137). Ainda, o grupo
injury apresentou aumento significante em relagao ao grupos NAC ( p=0,0150), Gen
+ CCEO 10mg/kg (p= 0,0004) e Gen + CCEO 100mg/kg (p= 0,0031).

Figura 15 — Concentragdo de MDA (ug/g de tecido) nos diferentes grupos experimentais
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Valores expressos em média + EPM. Naive (40,43 + 5,422), Vehicle (43,01 + 2,857), Injury (99,39 +
18,22), NAC 4 mg/kg (49,62 + 5,489), Gen + CCEO 10 mg/kg (26,77 + 6,205), Gen + CCEO 50 mg/kg
(76,51 £ 15,84) e Gen + CCEO 100 mg/kg (40,70 £ 5,434).
(a) indica diferenga significativa em comparagéo ao grupo Naive (p < 0,01).
(f) indica diferenga significativa em comparagao ao grupo Vehicle (p < 0,05).
(c) indica diferenca significativa em comparagao ao grupo Injury (p < 0,05, <0,01 ou <0,001%).

Foi observado diferenca significativa enre os grupos Gen + CCEO 10mg/kg e

Gen + CCEO 50 mg/kg (p=0,0222).
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7. DISCUSSAO

A avaliacao toxicoldgica das diferentes doses de CCEO revelou uma dose letal
elevada, indicando um perfil de segurangca do composto. No entanto, foram
observados sintomas clinicos, cuja intensidade e frequéncia aumentaram de forma
proporcional a elevagao das doses administradas, caracterizando um padrao de
resposta dose-dependente.

Entre os efeitos observados, foram observados alteragcées na pigmentacao da
pele, incluindo o aparecimento de manchas e areas de palidez cuténea (iluminagao),
sugerindo disturbios na coloragao corporal. A palidez foi observada em todos os
grupos experimentais, sendo mais frequente nos grupos Vehicle (100% dos animais),
10 mg/kg (100% dos animais) e 50 mg/kg (87,5% dos animais ). No grupo tratado com
100 mg/kg (62,5% dos animais), o sintoma também foi identificado, porém em menor
propor¢ao. Essa diferenga pode estar relacionada ao maior numero de mortes
ocorridas nesse grupo, o que resultou em uma amostra reduzida para analise.

A alteracdo da palidez da pele pode estar relacionada a inibicdo da enzima
tirosinase, essencial na produgao de melanina. Essa inibicdo pode ser induzida tanto
pela exposigcao ao frio, como observado no grupo Vehicle, submetido a temperaturas
inferiores a 17°C para anestesia (Kulkeaw et al., 2011; Wu et al., 2024), quanto pela
agao do citral, composto presente no CCEO, cuja atividade inibitéria sobre a
tirosinase ja foi descrita na literatura (Capetti et al., 2021; Matsuura; Ukeda;
Sawamura, 2006).

Além da palidez, a presenga de manchas foi outro achado, registrado em todos
0s grupos experimentais 10mg/kg (100% dos animais ); 50mg/kg (87,5% dos animais
); 100mg/kg (75% dos animais), incluindo o grupo Vehicle (37,5% dos animais),
embora com menor frequéncia. Esse achado pode estar associado ao estresse
térmico induzido pela exposicdo dos animais a baixas temperaturas durante o
procedimento anestésico (Kulkeaw et al., 2011), bem como a manipulacéo e aplicagéo
intraperitoneal, fatores conhecidos por desencadear estresse agudo em zebrafish
(Kinkel et al., 2010; Ramsay et al., 2009; Salim; Ali, 2011). A agregacado de
melanaocitos, resultado na formagao de manchas visiveis, pode ainda ser influenciada
pelo citral, de forma semelhante ao observado com outros compostos como alcool e
ibogaina (Cachat et al., 2013; Peng et al., 2009).

Os animais apresentaram sintomas de funcao ventilatéria anormal, chamada



53

de tosse. Caracterizada pela rapida expansao dos opérculos e da boca na agua,
reflexo associado a tentativa de remogao de substancias que possam estar obstruindo
ou irritando as branquias (Hoffman; Taylor; Harris, 2016; Liang et al., 2023).

A frequéncia mais elevada ocorreu na dose de 10 mg/kg (62,5% dos animais),
sugerindo que a exposigao inicial ao CCEOQO, provavelmente em fungdo da presenca
de citral e outros compostos volateis, induz irritagdo aguda das branquias ou epitélio
respiratorio, além de poder causar depressao respiratoria (Barbas et al., 2017; Silva
et al., 2019). Na dose de 50 mg/kg (37,5% dos animais), esse efeito foi menos
pronunciado, e, na dose de 100 mg/kg, o sintoma esteve ausente, possivelmente
devido a presengca de sintomas mais severos que suprimiram a resposta
comportamental devido a uma depressao respiratoria (Ribeiro-Filho et al., 2016).

No grupo vehicle, a baixa incidéncia (25% dos animais) pode ser atribuida a
fatores ambientais ou estresse leve por manuseio (Kinkel et al., 2010; Ramsay et al.,
2009; Salim; Ali, 2011). Esse perfil sugere um padrao nao-linear, com predominio do
sintoma em doses baixas, seguido por supressdo nas doses toxicas, o que é
compativel com a literatura sobre efeitos respiratérios iniciais induzidos por
substancias em peixes (Barbas et al., 2017; Silva et al., 2019).

O sintoma de hiperatividade nao foi observado no grupo vehicle e, o que sugere
uma relagdo que esta associada a administragdo do composto testado. No grupo
tratado com 10 mg/kg, 100% dos animais apresentaram esse comportamento; no
grupo de 50 mg/kg, a ocorréncia foi de 87%; e, no grupo de 100 mg/kg, de 62,5%.
Esse perfil de resposta inversamente proporcional a dose, conhecido como efeito
dose-resposta reverso, ja foi descrito na literatura em estudos com outras substancias
em zebrafish adultos (Guo et al., 2015; Hussain et al., 2020; Irons et al., 2010).

Esse tipo de resposta comportamental em baixas doses esta relacionado a
estimulacdo do sistema nervoso central, promovendo o aumento na liberagdo de
neurotransmissores. Em contrapartida, em doses mais elevadas, a mesma substancia
pode exercer um efeito inibitério sobre a atividade excitatéria, reduzindo a
manifestacdo de comportamentos estimulados (Khan et al., 2017; Muller et al., 2020).

O comportamento de escolaridade densa, também conhecido como schooling
behavior, € um padrao natural dos peixes, no qual os individuos formam cardumes
organizados, mantendo uma distancia constante entre si. Esse comportamento
oferece diversos beneficios ao grupo, como a reducgao do risco de predacao, maior

eficiéncia na busca por alimento e melhora na comunicagédo social (Miller; Gerlai,
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2012; Ogqi et al., 2021). Por outro lado, a escolaridade densa, avaliada no presente
estudo, refere-se a uma organizagcao extremamente compacta dos individuos, com
reducao significativa da distancia entre eles. Esse padrao é frequentemente associado
a estados de ansiedade, medo ou resposta a estressores ambientais, como a
exposicao a substancias toxica (Hamilton et al., 2021; Rosa et al., 2020).

O comportamento de escolaridade densa foi observado nas doses de 10 mg/kg
(100% dos animais) e 100 mg/kg (62,5% dos animais), estando ausente na dose
intermediaria de 50 mg/kg e no grupo vehicle. Esses resultados sugerem um perfil de
resposta bifasica do CCEO (Hamilton et al., 2021), em que doses baixas induzem
estresse (Da Silva et al., 2023), enquanto a dose intermediaria promove um efeito
ansiolitico (Umukoro; Ben-Azu; lyiola; et al., 2020).

O sintoma de hemorragia avaliado neste teste foi caracterizado pela presenga
de petéquias (manchas puntiformes do tamanho de uma cabecga de alfinete) e/ou
hematomas (areas de coleta de sangue), resultantes de sangramentos intradérmicos
ou em mucosas (OECD, 2019). Esses sinais foram observados nos grupos tratados
com as doses de 10 mg/kg (50% dos animais) e 50 mg/kg (75% dos animais), estando
ausentes no grupo vehicle e no grupo tratado com 100 mg/kg.

A presenca desses sintomas pode indicar toxicidade associada a lesao
endotelial ou a uma inflamagéo vascular leve, que resulta em extravasamento de
sangue, manifestando-se como petéquias ou hematomas. Contudo, ndo foram
encontrados estudos que descrevam hemorragias cutdneas diretamenteinduzidas
pelo CCEO ou pelo citral constituente majoritario. Na literatura relata efeitos
vasorrelaxantes, acdes citoprotetoras sobre células endoteliais exposta ao estresse
oxidativo e alteragdes na fragilidade osmadtica de hemacias, o que indica interagéo
com componentes vasculares e hematolégicos (Devi; Sim; Ismail, 2012; Mendes
Hacke et al., 2022; Safaeian et al., 2020).

Embora tais achados ndo correspondam a evidéncia direta de hemorragia,
sugerem que mecanismos envolvendo o endotélio, a reatividade vascular ou as
células sanguineas podem contribuir para os sinais observados.

O comportamento na zona inferior do aquario em zebrafish € amplamente
estudado como um indicador de ansiedade, alteracbes motoras ou resposta a
farmacos/toxinas (Baiamonte et al., 2016; Johnson et al., 2023; Li, Xiao-hong et al.,
2025). Esse padrao comportamental foi observado no grupo tratado com a dose de

100 mg/kg (62,5% dos animais) de Cymbopogon citratus, sendo ausente nas demais
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doses e no grupo vehicle. Esse achado sugere um possivel efeito adverso dose-
dependente, com impacto em circuitos neuromotores ou centrais responsaveis pela
regulacdo do comportamento locomotor e postural (OECD, 2019).

Durante o periodo de observagdo, também foram registradas mortes
relacionadas a exposi¢cdo. Na dose de 50 mg/kg, um animal morreu 5 horas apés a
administracdo. Na dose de 100 mg/kg, foram observadas trés mortes, ocorridas de
forma escalonada: apés 24, 48 e 96 horas. Esses dados indicam que a toxicidade do
composto € acentuada em doses mais elevadas, tanto em termos de manifestagbes
clinicas quanto de letalidade.

Na avaliagdo locomotora, a dose de 50 mg/kg promoveu um aumento
significativo na atividade dos animais em comparagao ao grupo vehicle, o que pode
indicar um possivel efeito ansiolitico induzido pelo composto (Hajizadeh Moghaddam;
Mashayekhpour; Tabari, 2023). As demais doses nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas, o que sugere a auséncia de comprometimento motor
ou efeito sedativo. E importante destacar que essa avaliacdo foi realizada 30 minutos
ap6s a administracdo do Oleo essencial, com o objetivo de detectar efeitos
comportamentais agudos, diferentemente das demais anadlises, que observaram os
animais por um periodo de 96 horas.

Tais achados reforgcam o potencial toxico do 6leo, evidenciado pelo conjunto de
alteragcdes comportamentais, fisioldgicas e pela progressado de oObitos ao longo do
tempo. A ocorréncia de 6bitos em diferentes momentos apds a exposicao sugere um
efeito toxico cumulativo ou de agao prolongada, o que destaca a necessidade de
cautela na utilizacdo do composto em concentracbes mais altas, sobretudo em
contextos terapéuticos ou experimentais.

Nos parametros comportamentais avaliados no teste de campo aberto para os
grupos submetidos ao protocolo de LRA induzida por gentamicina, ndo foram
identificadas diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos. Dessa
forma, o 6leo essencial nao promoveu alteracdes relevantes na atividade locomotora
dos animais com LRA, indicando que o efeito do composto ndo esta associado a
mudangas no comportamento motor basal.

De forma semelhante, outro estudo também evidenciou o efeito do CCEO,
demonstrando a¢ao ansiolitica e promotora da atividade exploratéria em ratos. Nesse
caso, 0s animais tratados apresentaram maior locomog¢ao e menor ansiedade no teste

de campo aberto, comportamento comparavel ao observado no Naive. Além disso,
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quando administrado apds a exposi¢cao ao cloreto de aluminio, o 6leo foi capaz de
atenuar os déficits locomotores e exploratérios, reduzindo ainda os sinais de
ansiedade (Temitayo et al., 2020).

Embora C. Citratus apresente efeitos comportamentais em situagcdes de
estresse ou deplecao neuroquimica, o estudo de (Umukoro et al., 2017), demonstrou
que o extrato nao estimula a atividade motora espontanea em camundongos normais,
ou seja, em condi¢des basais. Esse achado se assemelha aos resultados do presente
estudo, no qual, nas doses avaliadas, o C. Citratus nao exerceu efeito estimulante,
mantendo o padrdo locomotor semelhante ao do grupo Naive. Tal evidéncia é
relevante, pois indica que o possivel efeito protetor do CCEO. Sobre a lesao renal
nao esta associado a alteragdes inespecificas no comportamento motor, reduzindo o
risco de vieses interpretativos relacionados a sedacao ou hiperatividade.

No teste claro/escuro, observou-se que o grupo Injury apresentou redugao do
tempo de permanéncia na zona clara em comparagao aos grupos Naive e Vehicle.
Esse comportamento indica um possivel aumento da avers&o ao ambiente iluminado,
sugerindo maior nivel de ansiedade ou desconforto nos animais submetidos a leséo
(Dutra Costa et al., 2020).

Esse achado é consistente com o estudo de Amir et al. (2024), que investigou
a nefrotoxicidade induzida por gentamicina (100 mg/kg) em ratos Wistar machos,
também foi relatada uma diminuic&o significativa no tempo gasto no compartimento
claro no grupo tratado com gentamicina, quando comparado ao grupo controle.

O grupo Injury também apresentou uma reducao significativa no numero de
transicdes entre as zonas, o que indica prejuizo na atividade exploratoria dos animais.
Esse resultado sugere que o antibiético comprometeu a locomogéo espontanea e a
motivacado exploratéria (Takao;e Miyakawa, 2006). O contexto deste estudo, esse
comportamento pode estar relacionado ao processo inflamatério desencadeado pelo
uso do antibidtico (Carregosa et al., 2024).

O tratamento com NAC alterou o tempo de permanéncia no compartimento
claro. Em contraste, a literatura descreve efeitos ansioliticos do NAC no teste
claro/escuro, uma vez que, geralmente, essa substancia aumenta o tempo no
compartimento claro ou restaura a exploracdo dessa zona em animais submetidos a
estressores (Santos et al., 2017). Somado a isso, o NAC apresenta efeitos
renoprotetores em modelos de LRA induzida por gentamicina, sugerindo que pode

reverter alteragées comportamentais associadas a leséo (Cui et al., 2019). No entanto,



57

sua eficacia pode variar conforme a dose, a via de administracéo e a fase da leséo
(Emara et al., 2025; Tendrio et al., 2021).

O NAC acentuou a redugao no numero de transigdes, em comparagao ao grupo
Naive, sugerindo um efeito de diminuicdo da atividade exploratéria. Esse achado pode
estar associado a um padréao de resposta dose-dependente ja descrito na literatura
(Ikram et al., 2024). Assim, embora a NAC apresente reconhecidos efeitos protetores
em modelos de estresse oxidativo, seus impactos sobre o comportamento motor
devem ser considerados, uma vez que, dependendo da dose, pode exercer efeito
sedativo.

O tratamento com CCEO promoveu, de forma geral, uma reducgao significativa
no tempo de permanéncia no compartimento claro, sugerindo um possivel aumento
do comportamento ansioso em relagdo ao grupo Naive. As doses de 10 mg/kg e 50
mg/kg reduziram significativamente esse parametro quando comparadas aos grupos
Vehicle e Naive, enquanto a dose de 100 mg/kg apresentou reducao significativa
apenas em relagdo ao grupo Naive. Em relagdo ao numero de transi¢des, as doses
de 100 mg/kg e 50 mg/kg de CCEO reduziram esse parametro em comparacéo ao
grupo Naive.

Esse efeito pode estar relacionado a inflamagao induzida pela gentamicina
(Carregosa et al., 2024), uma vez que o processo inflamatoério esta associado ao
aumento de sintomas ansiogénicos e a redug¢ao da atividade locomotora. Nessa dose,
o efeito do CCEO nao se mostrou tao eficaz quanto em outras concentragdes, o que
esta de acordo com relatos da literatura que indicam variacédo na eficacia em fungao
da dose (Mendes Hacke et al., 2020).

Por outro lado, na dose de 10 mg/kg (Gen + CCEO) o tratamento com o 6leo
aumentou significativamente o numero de transicbes em comparagéo ao grupo tratado
apenas com gentamicina (Injury), indicando maior atividade exploratéria nesse grupo.

O dleo pode ter atenuado os efeitos induzidos pela gentamicina. Seus
compostos majoritarios, como o citral, apresentam propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias capazes de reduzir o estresse oxidativo e a inflamagao sistémica
desencadeados pela gentamicina. Esses processos fisiopatolégicos estédo
diretamente associados ao comprometimento do comportamento locomotor e
exploratorio dos animais (Carregosa et al., 2024; Mendes Hacke et al., 2020).

Para aprofundar essa elucidagao, estudos adicionais s&o essenciais para

confirmar os achados. A realizacao do teste Novel Tank para avaliar alteragdes na
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locomogédo e na exploragdo, bem como de testes comportamentais voltados a
avaliacao de dor neuropatica. Além disso, a dosagem de citocinas pro-inflamatorias
pode contribuir para caracterizar a resposta inflamatdria sistémica e central.

De forma geral, os resultados indicam que a lesdo reduz de maneira marcante
o numero de transi¢cdes Claro/Escuro, enquanto o tratamento Gen + CCEO 10 mg/kg
apresentou o melhor desempenho na restauragdo do comportamento, aproximando-
se dos niveis observados no grupo Vehicle.

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que a gentamicina
compromete de forma significativa o comportamento locomotor e exploratério dos
animais, possivelmente em decorréncia de processos inflamatérios e oxidativos
associados a sua toxicidade. Embora o NAC e o CCEO tenham apresentado efeitos
moduladores, suas respostas variaram de acordo com a dose, sugerindo perfis
farmacoldgicos distintos e dependentes de dose utilizada.

A combinagao gentamicina + CCEO na dose de 10 mg/kg promoveu melhora
parcial na atividade exploratoria, indicando um potencial efeito protetor nessa faixa de
dose. Assim, os achados reforcam a relevancia de investigar os mecanismos
subjacentes a essas respostas, especialmente aqueles relacionados a inflamacéao e
ao comportamento serdao fundamentais para confirmar essas observacgdes e delinear
com maior precisao o potencial terapéutico do CCEO frente a toxicidade induzida pela
gentamicina.

Além disso, evidéncias da literatura apontam que a reducdo do estresse
oxidativo, refletida pela diminuicdo de MDA e nitrito, aumento de glutationa e
restauracdo da atividade de enzimas antioxidantes, esta associada a melhora de
parametros comportamentais, incluindo locomogédo e exploragdo, em modelos de
estresse ou toxicidade (Temitayo et al., 2020; Umukoro; Ben-Azu; Ajayi; et al., 2020;
Umukoro; Ben-Azu; lyiola; et al., 2020).

O estresse oxidativo desempenha um papel central na fisiopatologia da LRA
por gentamicina, uma vez que as EROs e ERNs promovem peroxidagao lipidica,
dano mitocondrial e na ativagao de vias pré-apoptoticas, contribuindo para necrose
tubular e reducdo da taxa de filtracdo glomerular (Cumaoglu et al., 2024). Em
consonancia, observou-se auséncia de significancia dos niveis de GSH em animais
tratados com gentamicina em comparacéo ao grupo Naive. Embora a diferenga néo
tenha alcangado significancia pode estar associada a diferentes fatores, como tempo

de exposicdo ao farmaco, variabilidade biolégica ou resposta compensatorios,
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parcialmente restaurador da GSH (Ali; Gayoum; Bashir, 1992; Banday et al., 2008).

Assim, embora o grupo Injury ndo tenha apresentado a tendéncia esperada de
reducao do GSH, a auséncia de significancia nao invalida o modelo experimental, mas
reforgca a importancia de avaliar diferentes tempos de exposigdo, ampliar o tamanho
amostral e incluir outros marcadores de estresse oxidativo como Razado glutationa
reduzida/oxidada (GSH/GSSG) e glutationa peroxidase (GPx), para obter uma
compreensao mais abrangente do dano renal induzido pela gentamicina.

A reducgao de GSH é descrita como um marcador precoce de toxicidade renal,
refletindo estresse oxidativo, morte celular e desequilibrio da atividade antioxidante
induzidos pela gentamicina (Albukhari et al., 2025; Balaha et al., 2023; Dong et al.,
2023; Yue et al., 2022). O efeito protetor do CCEO. pode estar relacionado ao seu
alto teor de citral (geranial 55,48% + neral 35,40%), capaz de ativar a via antioxidante
do fator nuclear Nrf2(Fator nuclear-eritroide 2 relacionado ao fator 2), prevenindo
lesdes celulares e teciduais (Ka et al.,, 2015; Yang, Shun-Min et al., 2013), esse
mecanismo € consistente com estudos prévios, como Hacke et al.(2021), que
relataram aumento de GSH apo6s administracdo do oleo essencial, e Umukoro, Ben-
Azu, Ajayi et al. (2020), reforgando seu potencial antioxidante em diferentes modelos
experimentais.

No presente estudo, apenas a dose intermediaria (50 mg/kg) promoveu
aumento significativo de GSH em comparagdo ao Naive, sugerindo que essa
concentracao foi suficiente para ativar a via Nrf2 e, consequentemente, aumentar a
sintese de glutationa. Esse padrao € compativel com um perfil bifasico ou hormético,
frequentemente observado em éleos essenciais e em compostos bioativos de plantas.
Resultados semelhantes ja foram descritos tanto para o 6leo (Boukhatem et al., 2014)
quanto para o citral isolado (Yang, Shun-Min et al., 2013)

Adicionalmente, diferentes constituintes do 6leo podem interagir de forma
sinérgica ou antagonista dependendo da concentragao, influenciando a eficacia em
cada dose(Papanastasiou et al., 2017). Fatores farmacocinéticos também podem
contribuir para esse comportamento, variabilidade biolégica entre os animais e até
mesmo o tamanho amostral, o que pode ter limitado a deteccdo de efeitos
significativos nas outras doses (Calabrese et al., 2024; Papanastasiou et al., 2017;
Scalerandi et al., 2018).

O tratamento com NAC, um antioxidante classico e precursor direto da sintese

de GSH (Raghu et al., 2021), nao diferiu significativamente do grupo Naive. A eficacia
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da NAC também depende da dose e da duragao do tratamento, como demostrado por
Montero et al. (2023) demonstraram que doses baixas administradas de forma crénica
exercem efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios sustentados, enquanto estratégias
agudas com doses elevadas resultaram em respostas distintas.

Dados farmacocinéticos corroboram essa variabilidade: Nolin et al. (2010),
observaram que doses orais repetidas de 1200 mg duas vezes ao dia elevam
significativamente a concentragao plasmatica maxima (Cmax) e a exposig¢ao total em
comparagao com doses menores (600 mg), especialmente em individuos com
clearance renal reduzido. De forma semelhante, em um modelo de neuropatia
periférica diabética, altas doses de NAC (2400 mg/dia, por trés meses) promoveram
melhora em marcadores antioxidantes (NRF2, GPx), redugéo da inflamagao (TNF-a)
e ganhos de qualidade de vida (Emara et al., 2025). Esses achados reforcam o
potencial da NAC como controle positivo, validando o modelo experimental aqui
empregado.

Outro Marcado de estresse oxiadativo que avaliamos nesse estudo foi o nitrito,
por refletir a produgdo e o metabolismo do 6xido nitrico (NO). Em excesso ou em
desequilibrio com as espécies reativas de oxigénio (EROs), esse mediador contribui
para danos oxidativos/nitrosativos nas células (Jensen, 2009).

O grupo injury promoveu aumento dos niveis de NO em relagédo ao grupo
Naive. Esse resultado sugere que, no modelo experimental adotado, a droga exerce
um efeito pro-oxidante, favorecendo a indugao de NO e contribuindo para o
desequilibrio nitrosativo.

Achados semelhantes s&o descritos na literatura. No estudo de Nakas-I¢indi¢
et al. (2005), ratos tratados com gentamicina por 5 dias (80 mg/kg/dia, i.p.)
apresentaram aumento nos niveis de nitrito, validado pela quantificacdo tecidual,
associado a lesao renal aguda. De forma semelhante, Morsy et al.(2014), observaram
que a administracdo de gentamicina (100 mg/kg/dia, i.p.) por 6 dias também levou ao
aumento dos niveis renais de nitrito/nitrato. Esses dados indicam que a duracéo do
tratamento esta diretamente relacionada a magnitude do aumento desse marcador.

De fato, diversos estudos comprovam que a gentamicina eleva os niveis séricos e
renais de nitrito/nitrato, marcadores indiretos da produgao de NO, contribuindo para
o estresse oxidativo/nitrosativo por meio da superprodugado dessa molécula (Christo
et al., 2011; Geshnigani et al., 2023; Moreira et al., 2014; Morsy et al., 2014; Naka$s-
I¢indi¢ et al., 2005).
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O NAC, apesar de seu conhecido papel como doador de grupos sulfidrila e
precurso da sintese da glutationa (Ezerina et al, 2018), promoveu diferencas
significativas em relagdo ao grupo Injury. Esse resultado sugere que, nas condi¢oes
testadas, o NAC foi capaz de neutralizar o aumento de nitrito ou modular de forma
relevante a via do NO, atenuando o desequilibrio induzido pela gentamicina.

A eficacia do NAC pode estar relacionada tanto a dose administrada quanto ao
tempo de tratamento. Tendrio et al. (2021) evidenciaram que doses entre 150 mg/kg
e 1200 mg sdo necessarias para produzir efeitos antioxidantes significativos em
pacientes renais crénicos submetidos a cirurgia cardiaca. Além disso, a administragao
de NAC (5000 mg) durante sessdes de hemodidlise foi suficiente para melhorar
significativamente a reatividade vascular durante a hiperemia reativa. Esses achados
reforcam que a dose, a duragéo da intervencéo e a intensidade do estresse oxidativo
constituem fatores determinantes para a eficacia do NAC (Aldini et al., 2018; Chiu et
al., 2023).

Embora ndo tenham sido observadas diferencas estatisticamente significativas
entre as doses de CCEO, estudos prévios demonstram que componentes do CCEOQO,
como o citral, podem exercer efeitos distintos dependendo da concentracao,
especialmente modulando a atividade de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS). No entanto, nas condicbes deste estudo, néo foi
possivel demonstrar um padrdo claro de modulagdo dose-dependente (Devi; Sim;
Ismail, 2012; Lee et al., 2008).

O MDA/TBARS, marcador de peroxidagao lipidica, que funciona também como
um biomarcador do estresse oxidativo (Mohideen et al., 2023; Rein; Mueller, 2017), O
grupo injury teve um aumento significativo nos niveis de MDA em comparagao ao
Naive e Vehicle, indicando intensificagdo da peroxidacgao lipidica nos tecidos renais.
Sendo de acordo com a nefrotoxicidade da gentamicina como consequéncia da
geragcdo exacerbada de EROs, levando a oxidagdo de lipidios de membrana e
comprometimento da integridade celular (Abdelrahman, 2018; Ahmadvand et al.,
2020; Albukhari et al., 2025; Kandemir et al., 2015).

Os resultados obtidos indicam que o tratamento com NAC reduziu parcialmente
os niveis de MDA em comparag¢ao ao grupo injury. Esse comportamento sugere uma
protecao antioxidante atribuida a reposicdo de GSH, principal via de acdo da NAC,
sendo capaz de reduzir ou neutralizar parcialmente o aumento de MDA induzido pela

gentamicina. Estudos prévios corroboram esses achados, demonstrando que a NAC
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pode atenuar parcialmente os danos oxidativos induzidos por gentamicina e que a
dose e o tempo de administragao influenciam a eficacia da NAC (Ali et al., 2009; Cui
etal., 2019).

As doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg do CCEO reduziram significativamente os
niveis de MDA em comparagao ao grupo Injury, indicando efeito antioxidante nessas
concentragbes. Em contraste, a dose intermediaria de 50 mg/kg ndo promoveu
reducdo detectavel da peroxidagao lipidica. Esses achados sugerem que o efeito do
CCEO ndo segue um padrao linear de dose, com respostas mais favoraveis
observadas em doses mais baixas (10 mg/kg) e mais altas (100 mg/kg)(Baschieri et
al., 2017; Yousuf et al., 2023).

De forma geral, os resultados demonstram que o CCEO apresentou efeitos
dependentes da dose, com padrdes compativeis com respostas bifasicas ou
horméticas, tipicas de substancias naturais ricos em citral (Jodynis-Liebert; Kujawska,
2020; Wan et al., 2024). No sistema antioxidante, a dose intermediaria (50 mg/kg) foi
capaz de aumentar significativamente os niveis de GSH, enquanto as doses de 10
mg/kg e 100 mg/kg reduziram de maneira significativa a peroxidagao lipidica (MDA),
indicando ac¢ao antioxidante nio linear. Em contraste, nenhuma das doses modulou
os niveis de nitrito, sugerindo que o CCEO nao exerceu efeito relevante sobre a via
do oxido nitrico no modelo de les&o por gentamicina.

O presente estudo sustenta o potencial do CCEO como agente capaz de
atenuar dos danos oxidativos induzidos pela gentamicina. Concomitantemente,
destaca-se a necessidade de estudos adicionais para elucidar de forma mais precisa
seus mecanismos de agao, otimizar doses terapéuticas e comprender integralmente

seus efeitos sobre a fungéoe a integridade renal.
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8. CONCLUSAO

As alteragdes fisiologicas avaliadas permitiram identificar manifestagdes
clinicas associadas efeitos dependentes da dose do CCEO. As analises
comportamentais revelaram modulag¢des especificas em parametros de exploracéo e
ansiedade, evidenciando que o Oleo essencial exerce respostas complexas e, em
alguns casos, protetoras, especialmente na dose de 10 mg/kg. Por fim, a investigacao
dos os marcadores bioquimicos de estresse oxidativo confirmaram que o CCEO
exerce efeitos antioxidantes, os quais contribuem para a atenuacao das alteracdes
fisiolégicas e comportamentais observadas, confirmando sua acéo e reforcando a
relevancia na nefrotoxicidade por gentamicina.

Estudos adicionais, com diferentes regimes de administragéo, incluindo outras
vias e modelos experimentais, sd0 necessarios para esclarecer os mecanismos
envolvidos e definir com maior precisdo a janela terapéutica segura do composto.
Entre as limitacdes do presente estudo, destaca-se a necessidade de avaliar periodos
mais longos de exposi¢cdo tanto a gentamicina quanto ao tratamento, bem como
permitir o acompanhamento detalhado da morfologia, possibilitando a identificagcao de
alteragbes estruturais ao longo da progressédo da lesdo renal induzida pela
gentamicina.

Além disso, permanece em aberto se o0 estresse oxidativo € causa ou
consequéncia da disfungao mitocondrial. Em outras palavras, ainda ndo esta claro se
a gentamicina causa danos mitocondriais primarios, levando secundariamente ao
aumento de EROS, ou se inicialmente promove a elevacéo dos niveis de ROS, que

por sua vez desencadeiam o dano mitocondrial.
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ANEXO A

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

u Unichristus

Contro Unrenrsitario Christes

Of. No. 02023
Protocolo a CEUA: 02023
Pesquisador Responsavel: JOSE EDUARDO RIBEIRO HONORIO JUNIOR

Tito do Projeto: EFEITOS NEFROPROTETORES DO EXTRATC DE CYMBOPOGON
CITRATUS NA LESAO RENAL AGUAL EM ZEBRAFISH

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto para
Desenvohimento da Educagio LTDA - IPADE considerou APROVADO o projefo supracitado na
reunido do dia 8 (oito) de dezembro de 2023.

Descrigio do animal utiizado:
Ndmero

Espécie: | Danio Rerio Amostia 14

Refatarios paraais e finais devem ser apresentados ao CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educagio LTDA - IPADE ao término do estudo, pericdo maximo 29/09/2024.

Fortaleza, 02 de oulubro de 2025.

(Qhpo
Olga Vale Oliveira Machado
Coordenadora
CEUAJInstituto para Desenvolvimento da Educacdo LTDA - IPADE
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ANEXO B
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Detalhes do estudo e do tanque

Dia do Teste/ Observagdes Dia0, | Dia0,| Dia1, | Dia1,| Dia2, | Dia2, | Dia3,| Dia3, | Dia4,
2-3 h 5-6h manha tarde manha tarde manha tarde manha

Tempo  aproximado  de 25 | 55 24 30 48 54 72 78 96

observagao desde o inicio horas | horas |horas |horas |horas |horas |horas |horas | horas

Data / Hora

Nao. peixes vivos no tanque

para pontuagao

N° moribundo* removido

apos pontuacgao

Nao. morto removido

Se nenhuma anormalidade
for observada,
“NAO”

registre

PERDA DE EQUILIBRIO
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Orientagao horizontal

anormal

Orientacao vertical anormal

Perda de controle de
flutuabilidade

COMPORTAMENTO
ANORMAL DE NATACAO

Hipoatividade

Hiperatividade

Natacao saca-rolhas

Convulsoes

Tetania

Comportamentos de pele

irritada

Distribuicao/comportament

o anormal da superficie

Distribuicao/comportament

o inferior anormal
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Reativo demais ao estimulo

Sub-reativo ao estimulo

Perda de
escolaridade/comportamen

to de cardume

Escolaridade densa /

comportamento de cardume

FUNGAO VENTILATORIA
ANORMAL

Hiperventilagao

Hipoventilagao

Ventilagao irregular

Tosse

Engolindo em seco

Balangando a cabeca

PIGMENTAGAO ANORMAL
DA PELE

Escurecimento
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lluminagao

Manchado

OUTRAS ANORMALIDADES
VISIVEIS

Exoftalmia

Edema

Hemorragia

Secregao de muco

exacerbada

Gesso fecal

Agressao

Canibalismo




