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RESUMO

Objetivou-se neste estudo determinar a composicdo quimica e varias
atividades bioldgicas dos OEs de Melaleuca alternifolia (folhas e frutos),
Melaleuca quinquenervia (folhas e frutos) e Backhousia citriodora (folhas). Os
OEs foram extraidos pela técnica de hidrodestilacdo e caracterizados
quimicamente por CG/EM e CG-DIC. Os testes antitumorais foram realizados
em cinco linhagens celulares derivadas de tumores humanos: A549, MCF7,
HepG2, U251-MG e HT144. A frequéncia de células apoptéticas foi analisada
por microscopia de fluorescéncia; as alteracbes morfoldgicas, por microscopia
de contraste e o conteido de DNA, nas diferentes fases do ciclo celular, por
citometria de fluxo. Adicionalmente, foram realizados varios ensaios para a
avaliacdo da atividade antioxidante (métodos ABTS, DPPH, radical hidroxil, B-
caroteno/acido linoleico, TBARS e complexo fosfomolibdénio). A atividade
hemolitica foi avaliada em meio liquido (Ht 0,15%) e em meio sélido. Os 6leos
extraidos das folhas foram avaliados quanto a inibicdo da producdo de
ocratoxina A por Aspergillus carbonarius e A. niger sob duas condigdes
distintas, 15 e 25°C. Os efeitos citogenotdxicos do dleo essencial (OE) de B.
citriodora foram avaliados sobre Lactuca sativa, utilizando ensaios
citogenéticos, eletroforese em gel de agarose, citometria de fluxo e teste de
TUNEL. Os constituintes majoritarios encontrados no OE das folhas de M.
alternifolia foram y-terpineno (19,30%) e terpinen-4-ol (56,80%) e, no 6leo dos
frutos, p-cimeno (29,48%) e terpinen-4-ol (61,29%). O OE das folhas de M.
quinquenervia apresentou como constituintes majoritarios os compostos o-
pineno (61,37%) e linalol (22,08%), ao passo que, no 6leo dos frutos, foram
identificados esses mesmos compostos, mas em propor¢des distintas; a-pineno
(34,49%) e linalol (13,72%), acrescidos de outros componentes; p-Cimeno
(17,99%) e 1,8-cineol (11,24%). No OE de B. citriodora, foi encontrado o citral
(91,19%) como constituinte principal. Analisando a atividade antitumoral, pode-
se observar que o OE dos frutos de M. alternifolia reduziu o percentual de
células viaveis em 10 e 11%, nas concentracGes de 100 e 200 pg mL*?,
respectivamente. O OE de B. citriodora induziu alteracBes significativas na
distribuicdo das células de linhagens neoplésicas nas diferentes fases do ciclo
celular, somada a um aumento de células apoptoticas e alteracbes morfoldgicas
das células. O OE das folhas de M. alternifolia apresentou maior atividade
antioxidante perante os métodos fosfomolibdénio (0,84 pg pg™ de écido
ascorbico) e hidroxil (9,7 a 58,9%), sendo, juntamente com os demais 6leos de
Melaleuca, ineficazes para os outros métodos. O OE de B. citriodora mostrou-se
eficiente ao se utilizar os métodos TBARS (47,9 a 56,3%) e fosfomolibdénio
(0,81 pg pg™ de 4cido ascorbico). Também apresentou efeitos clastogénicos e
aneugénicos em celulas de L. sativa; induziu alteragdes no ciclo celular e no



conteido de DNA, além de ativar a morte das células expostas. Verificou-se que
os OEs apresentaram atividade hemolitica em diferentes concentracdes, perante
ambas as metodologias, com excec¢do dos OEs de M. quinquenervia, que nao
ocasionaram hemodlise em meio solido. Os OEs também induziram a reducdo da
sintese de ocratoxina por A. carbonarius e A. niger. Assim, os resultados obtidos
ampliam o potencial de aplicacdo dos Oleos essenciais de B. citriodora, M.
alternifolia e M. quinquevervia.

Palavras-chave: Produtos naturais. Antitumoral. Hemdlise.  Antioxidante.
Citogenotoxicidade. Ocratoxina.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the chemical composition and
various biological activities of the essential oils from Melaleuca alternifolia
(leaves and fruits), Melaleuca quinquenervia (leaves and fruits), and Backhousia
citriodora (leaves). The EOs were extracted through the hydrodistillation
technique and chemically characterized by GC/MS and GC-FID. The antitumor
tests were performed in five cell lines derived from human tumors: A549,
MCF7, HepG2, U251-MG and HT144. The frequency of apoptotic cells was
analyzed by fluorescence microscopy; morphological changes through contrast
microscopy, and DNA content, in the different phases of the cell cycle, through
flow cytometry. In addition, several tests were performed to evaluate the
antioxidant activity (ABTS, DPPH, hydroxyl radical, p-carotene/ linoleic acid,
TBARS , and phosphomolybdenum complex). Hemolytic activity was evaluated
in liquid medium (0.15% Ht) and solid medium. The oils extracted from the
leaves were evaluated for inhibition of ochratoxin production by Aspergillus
niger and A. carbonarius under two different conditions, 15 to 25°C. The
cytogenotoxic effects of the essential oil (EO) from B. citriodora were evaluated
on Lactuca sativa, using cytogenetic assays, agarose gel electrophoresis, flow
cytometry and TUNEL test. According to chromatographic analysis, the major
constituents found in the EO from the leaves of M. alternifolia were y-terpinene
(19.30%) and terpinen-4-ol (56.80%), and the oil from the fruit, p-cymene
(29.48%) and terpinen-4-ol (61.29%). The EO from M. quinguenervia leaves
showed as major constituents the compounds a-pinene (61.37%) and linalool
(22.08%) while in the fruits the same compounds have been identified, but in
different proportions: a-pinene (34.49%) and linalool (13.72%), plus other
components; p-cymene (17.99%) and 1,8-cineole (11.24%). In EO from B.
citriodora citral was found (91.19%) as the main constituent. Analyzing the
antitumor activity, it was observed that the fruit EO from M. alternifolia reduced
the percentage of viable cells in 10 and 11% at concentrations of 100 and 200 g
mL™, respectively. The EO from B. citriodora induced significant changes in the
distribution of neoplastic cell lines in different phases of the cell cycle, in
addition to an increase of apoptotic cells and morphological change of the cells.
The EO from the leaf of M. alternifolia showed a higher antioxidant activity to
the methods phosphomolybdenum (0.84 pg pg™ ascorbic acid) and hydroxyl
(from 9.7% to 58.9%), and were, along with other oils from Melaleuca,
ineffective through the other methods. The EO from B. citriodora showed
efficient when using the TBARS methods (479 to 56.3%) and
phosphomolybdenum (0.81 pg pg™ ascorbic acid). The oil also showed
clastogenic and aneugenic effects on L. sativa cells; induced changes in cell
cycle and DNA content, in addition to activating the death of the treated cells. It



was found that EOs had hemolytic activity at different concentrations to both
methods, except the EOs from M. quinquenervia, which did not cause hemolysis
in a solid medium. The EOs also induced the reduction of synthesis of
ochratoxin by A. carbonarius and A. niger. Thus, the results expand the potential
application of essential oils from B. citriodora, M. alternifolia and M.
quinguevervia.

Keywords:  Natural  products.  Antitumor.  Hemolysis.  Antioxidant.
Cytogenotoxicity. Ochratoxin.
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1 INTRODUGAO GERAL

As plantas sdo utilizadas desde a antiguidade para fins alimentares e
nutricionais. Geralmente, os componentes farmacologicamente ativos presentes
nas plantas sdo metabolitos secundarios sintetizados com o objetivo de defender
e preservar esses organismos, agindo como dissuasorios alimentares (ex. 0s
taninos), repelentes (como os alcaloides) e no auxilio da polinizacdo (como os
flavonoides e os 6leos essenciais - OEs) (SIMOES et al., 2007).

Os OEs possuem grande aplicacdo na industria farmacéutica, alimenticia
e cosmética. Sdo empregados como aromas e fragrancias, sendo comercializados
na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas, como o
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO; HOVELL,;
REZENDE, 2009). Podem ser utilizados como aditivos alimentares para evitar a
proliferacdo de agentes patogénicos e também como conservantes, visando a
prolongar a vida Util dos alimentos durante 0 armazenamento.

Entretanto, apesar do avan¢go no conhecimento das potencialidades
bioldgicas e farmacoldgicas desses 6leos, existem muitos aspectos relevantes
para serem estudados. Muitos constituintes gquimicos dos OEs apresentam
propriedades citotdxicas, hemoliticas, genotdxicas e carcinogénicas, 0 que torna
importante a sua ampla caracterizacao, visando a uma melhor compreensao da
sua agdo em sistemas biologicos distintos, possibilitando a indicagdo de
aplicacdes seguras, tanto na salide, quanto na alimenta¢do humana.

As espécies da familia Myrtaceae sdo particularmente ricas em Gleos
essenciais (CERQUEIRA et al., 2009). Essa familia é constituida de 140 géneros
e aproximadamente 4000 espécies, com dois principais centros de
desenvolvimento, a América tropical e a Australia, embora ocorram em outras

regies no mundo (MONTEIRO et al., 2013). Relativamente ao seu grande
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nimero, muitos estudos acerca do potencial biolégico de suas espécies devem
ser realizados.

Além disso, as espécies vegetais Melaleuca alternifolia, Melaleuca
quinquenervia e Backhousia citriodora nédo séo oficializadas para uso na forma
de droga vegetal notificada, mas se apresentarem evidéncias cientificas
suficientes de seguranca, eficacia e posologia, poderdo fazer parte da
RENAFITO e também poderdo ser encaminhadas a ANVISA como
sugestdo/solicitacdo de inclusdo na Lista de Medicamentos Fitoterapicos de
Registro Simplificado (LMFRS). Dessa forma, incentiva-se a pesquisa da
qualidade dos produtos derivados de plantas, incluindo os estudos quimicos e
farmacolégicos dos seus 6leos essenciais (BRASIL, 2009).

Assim, 0s objetivos desta pesquisa foram determinar a composicao
quimica e o potencial biolégico dos O6leos essenciais de M. alternifolia, M.
quinguenervia e B. citriodora relacionado as suas atividades antioxidante,

hemolitica, antiproliferativa, citotdxica e antiocratoxigénica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolitos secundarios vegetais

Todas as fases da vida de um organismo (nascimento, crescimento,
reproducdo, envelhecimento e morte) sdo controladas por transformacges
quimicas realizadas pelos metabolismos primario e secundario (BRAZ-FILHO,
2010).

O metabolismo primario é responsavel pela sintese de proteinas,
lipideos, carboidratos e outras substancias importantes que participam da
nutricdo e dos processos metabdlicos essenciais a manutencdo da vida do
organismo produtor (SIMOES et al., 2007). Os metabolitos secundérios sdo
caracteristicos e especificos para cada individuo e, apesar de estarem presentes
em pequenas quantidades, asseguram vantagens para sua sobrevivéncia,
garantindo a perpetuacdo da espécie (BRAZ-FILHO, 2010).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados
produtos de excrecdo do vegetal, no entanto, sabe-se que muitas dessas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a
adequacdo do vegetal a seu meio, participando de interacBes intra e
intercelulares do proprio organismo ou com células de outros organismos
(Figura 1) (BALDWIN, 2010; BRAZ-FILHO, 2010; SIMOES et al., 2007).
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Current Biology

Figura 1 Diagrama esquematico relacionado a producdo de compostos volateis
de uma planta. 1 e 3- polinizadores; 2 e 4-herbivoros; 5-dispersores de
sementes; 6-predadores/parasitas; 7-bactérias; 8-competidores.

Fonte: adaptado de Baldwin (2010).

Os organismos vivos utilizam vias biogenéticas para transformacGes e
interconversdes quimicas de metabdlitos do seu acervo vivo e dindmico. A
origem dos metabdlitos secundarios pode ser sumarizada a partir do
metabolismo da glicose, por meio de dois intermediarios principais: o acido
chiguimico e o acetato (Figura 2). O acido chiquimico é precursor de cumarinas,
alcaloides (derivados dos aminoacidos aromaticos), lignanas, ligninas e
fenilpropanoides; compostos que tém em comum a presenca de um anel
aromatico na sua constituicdo; ao passo que os derivados do acetato sdo 0s
aminoacidos alifaticos e os alcaloides derivados desses, terpenoides e esteroides
(BRAZ-FILHO, 2010; DEWICK, 2009).

As principais biorreacfes utilizadas em tais processos vitais envolvem
reacOes de substituicdo nucleofilica, adicdo eletrofilica, rearranjos de Wagner -

Meerwein, condensacao alddlica, reacdo de Claisen, formacéo da base de Schiff,
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reacdo de Mannich, transformacgfes, carboxilacbes e descarboxilacdes,

oxidacdes e redugdes (BRAZ-FILHO, 2010).
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Figura 2 Substdncias naturais produzidas pelos metabolismos primarios e

secundarios.

Fonte: adaptado de Simdes et al. (2007).

No grupo de compostos do metabolismo secundario, incluem-se diversas
substancias ativas de importancia comercial, ndo apenas na area farmacéutica,
mas também nas areas alimentar, agrondmica e perfumaria, destacando-se 0s

alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essenciais.
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2.2 Generalidades sobre os 6leos essenciais

A International Organization for Standardization (ISO) define os 6leos
essenciais como produtos obtidos, de uma planta ou das suas partes, por
destilagdo (hidrodestilagdo ou destilagdo por arraste com vapor d’agua); ou para
os frutos citricos, por processo mecanico apropriado sem aquecimento,
designado expressdo. O Oleo essencial representa apenas uma parte da
constituicdo volatil (esséncia) passivel de ser obtida de uma planta. Com efeito,
a componente volatil pode ser extraida por outras metodologias; nesse caso, 0s
extratos obtidos ndo devem ser designados 6leos essenciais (FIGUEIREDO;
BARROSO; PEDRO, 2007).

Os 0leos essenciais sdo misturas de natureza complexa, compostos por
substancias volateis e odoriferas. Geralmente, a maioria apresenta-se sem
coloracdo, ligeiramente amarelada ou azulada, soliveis em solventes organicos
apolares e com densidade inferior a 1 g cm->. S0 metabdlitos secundarios
obtidos exclusivamente das plantas e distribuem-se diferentemente em diversos
6rgdos vegetais, podendo ser encontrados e armazenados em células secretoras
especializadas, como os tricomas glandulares, canais oleiferos e cavidades
(BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2007).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham diversas atividades
bioldgicas importantes na protecdo das plantas, aumentando suas probabilidades
de sobrevivéncia. Podem atuar na protecdo contra perda de agua, aumento de
temperatura e como inibidores de germinacdo (alelopatia) (MIRANDA et al.,
2014a). Muitas dessas substancias podem ainda ser utilizadas na protecdo de
culturas agricolas contra doencas (GOMES et al., 2014) e pragas (SANTIAGO
et al., 2014), com a vantagem de ndo se acumularem no ambiente e terem um
largo espectro de acdo, o que diminui o risco de desenvolvimento de estirpes
patogénicas resistentes (FIGUEIREDO; BARROSO; PEDRO, 2007;
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FUMAGALI et al., 2008). A constituicdo dos 6leos essenciais pode incluir
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, dxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos e compostos
com enxofre (SIMOES et al., 2007). Geralmente, sdo constituidos por cerca de
20 a 60 componentes em concentracOes distintas, sendo caracterizados por dois
ou trés componentes em concentracdes elevadas (20 - 70%), denominados
compostos majoritarios (BAKKALLI et al., 2008).

A composicdo quimica dos dleos essenciais de cada espécie vegetal e a
concentracdo de cada principio ativo sdo determinadas geneticamente, podendo
variar também de acordo com os fatores edafoclimaticos. Os estimulos
decorrentes do ambiente no qual a planta se encontra podem redirecionar a rota
metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos. Além disso,
podem ser influenciados pelo método de cultivo, idade da planta, horario e
condicdes de colheita, tempo de secagem e estocagem (BLANK et al., 2010;
GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Apesar da complexidade da composicdo, os constituintes dos 6leos
essenciais sdo derivados de terpenoides ou fenilpropanoides, que sdo originados,
biogeneticamente, de metabodlitos precursores diferentes e gerados por rotas
biossintéticas completamente distintas (BANDONI; CZEPAK, 2008).

2.2.1 Biossintese dos 6leos essenciais

Os terpenos constituem um largo grupo de metabdlitos naturais, cujo
termo é empregado para designar as substancias derivadas do isopreno (2-metil-
1,3-butadieno). Sdo também denominados terpenoides quando possuem
elementos adicionais, como o oxigénio.

Segundo Baldwin (2010), as unidades isoprénicas ativas sdo definidas

como os ésteres pirofosfato de isopentila (IPP) e seu isdbmero alilico, pirofosfato
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de dimetilalila (DMAPP), que sdo originados por duas vias independentes: uma
via citosélica ou rota do mevalonato (MVVA) e outra plastidial ou rota do 1-
deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS). Essas estruturas basicas constituem o0s
mondmeros a partir dos quais originardo os diferentes terpenoides.

A biossintese dos terpenoides pode ser dividida em 4 etapas: sintese do
precursor fundamental, IPP; adigdes repetitivas do IPP para formacdo de uma
série de homologos prenil difosfato; acdo de enzimas especificas na producao
dos esqueletos terpénicos; modificagBes enzimaticas secundarias dos esqueletos
para originar funcionalidade e uma grande diversidade de compostos (DEWICK,
2009).

A via classica do acido mevaldnico (Figura 3) envolve dois passos de
condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA pelas enzimas acetil-CoA
aciltransferases e hidroximetilglutaril-CoA sintase (HMG-CoA) para produzir
HMG-CoA. Em seguida, 0 HMG-CoA é reduzido pela HMG-CoA redutase por
um processo que depende de NADPH, formando os acidos mevaldico e
mevaldnico. Esse Ultimo, por sua vez, é convertido a IPP, por meio de duas
fosforilagcbes e uma descarboxilagcdo. A IPP isomerase catalisa a conversdo de
parte do IPP para dimetilalildifosfato (DMAPP) (LUCKER, 2002).
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A via do 5-fosfato de 1-deoxi-D-xilulose (DXPS) ou via independente
do mevalonato (Figura 4) foi encontrada em bactérias, algas verdes e nos plastos
das plantas superiores. Essa via tem como precursor do IPP o0 composto 1-deoxi-
D-xilulose-5-fosfato (DOXP), formado pela condensacdo de uma molécula de
piruvato com o anion ilideo de enxofre e pela reacdo da enamina com o
gliceraldeido-3-fosfato. Foi denominada por via MEP (2C-metil-D-eritritol 4-
fosfato), formada pela DOXP-redutoisomerase (DXR) a partir do DOXP. Em
seguida, apls sucessivas reacbes, o MEP €é convertido no seu ultimo
intermediario, que é convertido em IPP e DMAPP. As moléculas de IPP e
DMAPP (Figura 5) ddo origem ao trans-geranilpirofosfato (GPP), o qual é
convertido nos diferentes monoterpenos, que representam, geralmente, 90% da
composicdo dos 6leos essenciais. O GPP pode, entdo, ligar-se a outra molécula
de IPP, formando um composto de 15 carbonos, farnesil difosfato (FPP),
precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP
forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), composto de 20 carbonos precursor
dos diterpenos. Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para formar
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), respectivamente. A formacdo de neril
pirofosfato (NPP) a partir de GPP origina um grande nimero de esqueletos
aciclicos, ciclicos, biciclicos e triciclicos. Outros dois isdmeros formados a partir
do GPP sdo o linalil pirofosfato (LPP) e o cis-nerilpirofosfato (NPP) (formando
um esteroisémero cis). Esses compostos originam varios monoterpenos aciclicos
(DEWICK, 2009).
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Figura 4 Biossintese de terpenos pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5-P

mevalonato.

Fonte: adaptada de Dewick (2009).



34

# ™ e %Hs
CHy;—C—CH—CH,—OPP CH;—C—=CH_—CH, CH;—C—CH=CH,
& & e - 6
DMAPP
(‘;H3 (‘:H3 prinil ‘CHs ‘CHs
@  transferase e CH—CH— CH— C—C—CH—
CH—=C—CH,—CH,—OPP + CHy—C=CH—CH, ———> O C=CH—CH,y—Ch, %VC\ CH,—OPP
H H
1PP DMAPP
i i
—> CHy—C=CH—CH,——CH,—C=CH—CH,—OPP ——> Monoterpenos —
10C
Geranil pirofosfato )
(GPP)
Constituintes
FPP sintase dos
6leos
+IPP essenciais
CHy Ot Ch
CHy—C=CH—CH,——CH,~— C=CH—CH,~——CH,—C—=CH—CH,—OPP — Sesquiterpenos___|

Farnesil pirofosfato (15€)

(FPP)

GPP sintase
+IPP

il il i il
CHy—C=CH—CH,——CH,— C=CH—CH,—CH,— C—CH—CH,—— CH,—— C—=CH—CH,— OPP —> Diterpenos

Geranilgeranila pirofosfato (GGPP)

l + (IPP),
Politerpenos

Figura 5 Biossintese de terpenos a partir da formagdo dos blocos isoprenoides
isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalipirofosfato (DMAPP).
Fonte: adaptada de Dewick (2009).

Além dos terpenoides, os 6leos essenciais contém os fenilpropanoides,
compostos aromatizantes que também conferem caracteristicas organolépticas
aos Oleos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Apresentam em suas

estruturas um anel aromatico com uma cadeia lateral composta por trés
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carbonos, com uma dupla ligacdo e podem conter um grupo funcional com
oxigénio.

Os fenilpropanoides possuem como precursor o &cido chiquimico, o qual
¢ formado pela condensacdo alddlica de dois metabdlitos da glicose; o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato (Figura 6). Pela juncdo do &cido
chiquimico e de uma molécula de fosfoenolpiruvato, ocorre a formacao do acido
corismico (PERES, 2004). O &cido corismico € responsavel por gerar
aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina e a tirosina, os quais perdem uma
molécula de amdnia, resultando na formacédo dos acidos cindmico e p-cumarico
(Figura 7). Esses ultimos, por meio de redugdes enzimaticas, originam
propenilbenzenos e/ou alilbenzenos, que por meio de reacdes de oxidacdo com
degradacdo das cadeias laterais, geram diversos compostos presentes na

constituicdo de muitos 6leos essenciais (SIMOES et al., 2007).
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Figura 6 Formagdo do &cido chiquimico a partir da condensacdo da eritrose-4-
fosfato e do fosfoenolpiruvato.
Fonte: adaptada de Dewick (2009).
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2.3 Plantas da familia Myrtaceae: Melaleuca alternifolia, Melaleuca

quinquenervia e Bachkousia citriodora

O reino vegetal constitui um amplo reservatorio de moléculas bioativas e
de consequente importancia econdmica a serem descobertas. A familia
Myrtaceae destaca-se no cenario brasileiro e mundial, devido a sua abundéancia e
diversidade. E constituida por aproximadamente 140 géneros e 4000 espécies,
sendo gque no Brasil ha 48 géneros e mais de 900 espécies. Esta dividida em duas
subfamilias: Leptospermoideae, que apresenta espécies com frutos secos e,
Myrtoidea, que possui espécies com frutos carnosos. A distribuicdo da familia
ocorre predominantemente nas regides tropicais e subtropicais, concentradas na
regido neotropical e na Australia (SOUZA; LORENZI, 2005; MONTEIRO et
al., 2013).

O género Melaleuca, pertencente a essa familia, possui
aproximadamente 100 espécies nativas da Australia e llhas do Oceano indico.
Esse género possui introducdo relativamente recente no Brasil, mostrando-se
resistente a variacGes do clima e de solo, podendo ser cultivado em todo o
territério. Esta representado, principalmente, pelas espécies Melaleuca
alternifolia Cheel, M. ericifolia Sm., M. armillaris Sm., M. cajuputi, M.
leucadendra (L.) L. e M. quinguenervia (LORENZI, 2003; MONTEIRO et al.,
2013).

As espécies de Melaleuca sdo importantes plantas medicinais e
aromaticas, sendo muito exploradas comercialmente, uma vez que muitas sdo
produtoras de 6leos essenciais. No Brasil, as indUstrias adquirem tais 6leos por
meio da importagdo, os quais sdo utilizados na formulagdo de cosméticos,
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (CASTRO et al., 2005;
MONTEIRO et al., 2013).
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Nota-se que, no Brasil, é crescente o interesse de varias industrias na
implantacdo de cultivos comerciais de espécies de Melaleuca, em especial, de
M. alternifolia. Castro et al. (2005) realizaram um estudo sobre a viabilidade de
implantacdo do cultivo dessa espécie para fins comerciais. Na andlise
econbmica, todos os critérios avaliados apresentaram valores satisfatorios,
indicando, com isso, a viabilidade econémica do projeto. Além disso, as
espécies de Melaleuca cultivadas no Brasil expressam quimiotipos diferentes
daqueles encontrados em outros lugares, como na Australia, podendo ser
exploradas para fins comerciais, especialmente quanto a producdo de 6leos
essenciais (MONTEIRO et al., 2013).

A espécie M. alternifolia Cheel (Figura 8A), conhecida popularmente
como “Tea Tree”, € uma arvore de porte pequeno, de até 7 m de altura. Possui
casca fina, folhas simples, coriaceas, agudas lanceoladas e, algumas vezes, em
formato de foice, de 1-2,5 cm de comprimento (GRUENWALD; BRENDLER,;
JAENICKE, 2000).

Figura 8 Aspecto geral das plantas em estudo: A- Melaleuca alternifolia. B-
Melaleuca quinquenervia.
Fonte: A- (Cav.) S.T. Blake. B- (Maiden & Betche) Cheel.
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A qualidade comercial do 6leo essencial de M. alternifolia, denominado
como 6leo do tipo terpinen-4-ol, deve conter, no minimo 30% desse composto e,
no maximo, 15% de 1,8-cineol (ISO 4730, INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, ISO, 2004). O Quadro 1
apresenta aspectos relevantes com relacdo ao dleo essencial proveniente dessa

espécie.

Quadro 1 Informacbes sobre o uso terapéutico do Oleo essencial de M.
alternifolia contidas nas monografias farmacopeicas.

Espécie Melaleuca alternifolia
Constituintes principais das Terpinen-4-ol (30-48%), vy-terpineno (10-28%), o-
folhas e apice dos ramos terpineno (5-13%)
Principais indicacoes Problemas de pele (acne, bromidrose, furunculose,

onicomicose), doencas causadas por Trichomonas
vagilanis ou Candida albicans, cistites e cervicites
Dosagens recomendadas Cosméticos de uso externo: 2% a 3% do Oleo
essencial
Cremes dentais e enxaguatorios bucais: até 0,5%
Cremes dermatol6gicos: até 2% do dleo essencial
Contraindicac@es AplicacBes sobre a pele inflamada, podendo
potencializar a inflamacé&o.
Individuos com antecedentes de hipersensibilidade a
6leos essenciais
Efeitos colaterais Uso externo- Dermatite de contato
Uso interno- Diarreia e, dependendo da dose
ingerida, pode provocar toxicidade do sistema
nervoso central

Fonte: Monteiro et al. (2013).

A Melaleuca quinguenervia (Figura 8B) é uma arvore exotica invasora,
adaptada tanto a areas secas como alagadas. Foi introduzida no sul da Flérida,
em grande parte da Australia no inicio do século 20, e tornou-se uma das piores
plantas invasoras do mundo (MONTEIRO et al., 2013).

Estudando a constituicdo quimica do Oleo essencial de diferentes

quimiotipos de M. quinquenervia, Wheeler (2005) encontrou o viridiflorol como
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componente majoritario das folhas dessa espécie. Estudos comprovaram que
essa espécie pode ocorrer em duas formas quimicas distintas ou "quimiotipos"
(Quadro 2). O quimiotipo 1 é caracterizado por terpenos aciclicos, apresentando
elevadas concentracfes do sesquiterpeno E-nerolidol (74-95%), sendo também
constituida pelo monoterpeno linalol. J& o quimiotipo 2 contém altas
concentracdes de terpenos ciclicos, destacando-se o sesquiterpeno viridiflorol
(13-66%), os monoterpenos 1,8-cineol e a-terpineol (IRELAND et al., 2002;
WHEELER; PRATT; GIBLIN-DAVIS, 2007).

Quadro 2 Principais componentes do 6leo essencial obtido de M. quinquenervia
(Quimiotipos | e 11).

Quimiotipo Componentes Outros Componentes
Principais
| E-nerolidol (95%) 1,8-cineol, R-cariofileno, E,E-farnesol,
linalol, benzaldeido e B-farneseno
I Viridiflorol (66%) E-nerolidol, a-pineno, limoneno, 1,8

cineol, R-eudesmol, viridifloreno, a-
eudesmol, a-eudesmol, B-cariofileno e
R-pineno

Fonte: Monteiro et al. (2013).

O Quadro 3 apresenta informacdes sobre o 6leo de M. quinguenervia

obtidas a partir das monografias farmacopeicas.
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Quadro 3 Informagdes sobre o uso terapéutico do 6leo essencial obtido de M.

quinguenervia.

Indicacdes

ContraindicacGes

Dosagens recomendadas

Secrecdo trato aéreo superior, tosse e

bronquite
Para uso interno na presenga de doenca
inflamatdria do trato grastrointestinal ou ductos
biliares e doencas hepaticas severas. Para 0 uso
externo, as preparagdes contendo o 6leo néo
devem ser usadas na face ou no nariz de bebés
e criangas.

Uso interno - Dose Unica ou diaria: 0,2g. Gotas
nasais: 2-5% em 6leo vegetal

Uso externo — Preparacfes 10-30% o6leo de M.
quinaquenervia em 6leo vegetal.

Fonte: Monteiro et al. (2013).

A espécie Backhousia citriodora (Figura 9) é também originaria da

Austréalia e pertencente a familia Myrtaceae. E conhecida popularmente por

murta-limao e limdo-australiano. Foi descrita pela primeira vez pela empresa

alemd Schimmel e Co. em 1888 a partir de um espécime encontrado nas

florestas no sudeste do Estado de “Queensland”, na Austrdlia. O quimiotipo

mais comum contém predominantemente citral, mistura isomérica de neral e

geranial (BROPHY et al., 1995).

Estudos de Hayes e Markovic (2003) demonstraram que o 6leo essencial

obtido de B. citriodora apresenta um efeito toxico sobre linhagens de células

humanas (células HepG2 e F1-73 fibroblastos da pele). Destarte, existe um

interesse na avaliacdo de seguranca do uso desse 6leo.
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Figura 9 Aspecto geral da espécie Backhousia citriodora.

2.4 Radicais livres

O interesse pelo estudo das substancias antioxidantes e a sua relagdo
com os radicais livres tém se intensificado cada vez mais e tornado essencial
para a compreensdo de diversas patologias.

O termo radical livre é frequentemente usado para designar toda espécie
quimica capaz de apresentar orbitais contendo um ou mais elétrons
desemparelhados. Essa configuracdo confere a esses radicais uma grande
capacidade de reagir com moléculas-alvo e os tornam altamente instaveis, com
meia-vida curta (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os radicais livres sdo produzidos constantemente e atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacGes bioquimicas,
exercendo fungfes bioldgicas relevantes no metabolismo (BARBOSA et al.,
2010).
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O elétron livre que caracteriza o radical pode estar centrado em
diferentes atomos: hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N), carbono (C),
enxofre (S) ou atomos de metais de transicdo (Fe,Cu). As espécies reativas de
oxigénio (ROS, sigla do inglés reactive oxygen species), referem-se aos radicais
livres contendo oxigénio, como o anion superoxido (O,7), o radical hidroxila
(HO"), o radical peroxila (ROQO") e espécies ndo radicalares, como o perdxido de
hidrogénio (H,0-) e o oxigénio singlete (*0,) (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

No metabolismo normal dos mamiferos, o oxigénio obtido por meio da
respiracdo chega as células, especificamente as mitocondrias, e participa das
reacOes de oxirreducdo, formando uma molécula de agua, ao se combinar com
os dois prétons H*. Porém, uma pequena parte do oxigénio consumido pela
mitocéndria sofre reducdo univalente, produzindo o anion superéxido (O")
(NELSON; COX, 2014).

O superoxido sofre dismutacdo espontinea, reacdo catalisada pela
superdxido dismutase, produzindo peréxido de hidrogénio (H,O,), o qual reage
com Fe?" ou outros metais, formando o radical hidroxil, pela reacio Fenton
(Figura 10B). Embora o cobre possa também catalisar a reagdo, o ferro é o metal
pesado mais abundante no organismo e esta biologicamente mais “apto” para
catalisar as reacGes de oxidacdo de biomoléculas. O superdxido reduz ferro (l1),
formando ferro (1) e promove a geracdo de radicais hidroxil. Esse conjunto de
reacGes, envolvendo H,0, superoxido e ferro, é conhecido como reacdo Haber-
Weiss (Figura 10A) (DAS; WATI; FATIMA-SHAD, 2015).

HO, + 07 F% Ho + HO' (A)

H,0, + Fe*/Cu’ Fe¥/Cu®* + HO + HO (B

Figura 10 Reag&o de Haber-Weiss (A) e reacdo de Fenton (cobre ou ferro) (B).
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O radical hidroxila (HO") é o de maior reatividade entre as espécies de
oxigénio, devido ao fato de ndo haver enzima que catalise sua remocéo. Por ser
extremamente instavel, ele reage rapidamente com DNA, RNA, proteinas,
lipideos e membranas celulares do nucleo e mitocondrial, danificando o alvo
mais préximo do local onde foi gerado, formando outras espécies de reatividade
variada (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A peroxidacdo de tecidos lipidicos pode romper as membranas,
interrompendo os mecanismos de troca de metabdlitos, podendo causar até a
morte celular. A lipoperoxidacao ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacéo e
finalizacdo, conforme mostrado na Figura 11. As duplas ligacdes presentes entre
alguns atomos de carbono dos acidos graxos insaturados constituem ligacdes
vulneraveis ao ataque dos radicais livres derivados do oxigénio, particularmente
pela OH". As interacOes lipideo-radical liberam perdxidos que sdo em si espécies
reativas, iniciando a subsequente reducdo de outro &cido graxo. Ocorre uma
série de reacdes autocataliticas, resultando em um extenso dano a membrana
citoplasmatica e as organelas (LIMA; ABDALLA, 2001; OLSZEWER, 2008).

Iniciagio Propagagao Finalizagéo
H+
Fe? Fedt Aldeidos

O,
LHi» L N L0G ¢ LOOHi» LO— > | Cetonas

Epoxidos

HO | H,0 LH L Fe®  Fe¥+ OH

Legenda: L = radical lipidico; LOO" = radical peroxila.

Figura 11 Esquema geral do processo de peroxidacéo lipidica.
Fonte: Santos et al. (2007).

De um modo geral, a formagao de radicais livres in vivo ocorre via acao
catalitica de enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que

ocorrem no metabolismo celular (fontes enddgenas) e pela exposi¢do a fatores
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exdgenos, como radiacBes gama e ultravioleta, dieta, cigarro, medicamentos,
entre outros (SMITH; MARKS; LIEBERMAM, 2007).

O estresse redox é definido como um desequilibrio dindmico entre a
formacdo e a remogdo de espécies radicalares no organismo. Durante esse
processo, ha formacdo de compostos potencialmente toxicos, que causam danos
a saude, aumentando o risco de doengas como isquemia, trauma encefalico,
artrite,  arterosclerose, doenca de Parkinson, Alzheimer, diabetes,
envelhecimento, cancer, entre outras (OLIVEIRA et al., 2009).

Contudo, para auxiliar o organismo a combater 0 excesso de radicais

livres, é necessaria a ingestdo de substancias com propriedades antioxidantes.

2.4.1 Compostos naturais com potencial antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que atuam em diferentes
niveis na protecdo do organismo, sendo capazes de interceptar os radicais livres
e evitar a formagdo de lesbes e a perda da integridade celular (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012).

Os compostos antioxidantes também sdo utilizados em alimentos
gordurosos para retardar a sua oxidacdo, a qual pode alterar as suas
caracteristicas fisicas e quimicas, promovendo o desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis. A oxidacdo desses alimentos, além de torna-los
impréprios para o consumo, podem provocar alteragdes que modificam ndo sé a
qualidade nutricional, mas também podem produzir compostos tdxicos
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes sintéticos BHT (2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno),
BHA (butil-hidroxi-anisol), GP (galato de propila) e TBHQ (tert-butil-
hidroquinona) sdo os mais utilizados na industria de alimentos; entretanto,

estudos toxicologicos tém demonstrado o potencial carcinogénico desses
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compostos em experimentos com animais (RAMALHO; JORGE, 2006).

Devido a necessidade de protecdo contra os radicais livres gerados pela
exposicao aos raios solares e ao oxigénio, as plantas concentram uma grande
diversidade de antioxidantes, podendo ser consideradas fontes de novos
compostos que apresentem essa atividade (SILVA, 2015).

Nesse contexto, nota-se que os produtos naturais, em especial os 6leos
essenciais, sdo cada vez mais estudados como agentes antioxidantes, na tentativa
de promover a substituicdo dos sintéticos ou fazer associacBes entre eles,
propiciando o desenvolvimento de técnicas que reduzam os efeitos negativos
dessas substancias consideradas maléficas a saude.

Guimardes et al. (2011) avaliaram a capacidade antioxidante do 6leo
essencial de capim-limdo e do seu componente majoritario, citral, utilizando os
métodos de redugdo do radical livre DPPH e o ensaio de oxidagdo do sistema [3-
caroteno/acido linoleico. Tanto o Oleo essencial quanto o padrdo citral
apresentaram pequena atividade antioxidante perante a primeira metodologia; no
entanto, no ensaio de oxidagdo do sistema [B-caroteno/acido linoleico, esses
compostos apresentaram atividades antioxidantes significativas.

Andrade et al. (2013) estudaram a atividade antioxidante dos Oleos
essenciais de Cinnamodendron dinisii e Siparuna guianensis por meio dos testes
DPPH e oxidagdo do sistema [-caroteno/acido linoleico. Esses autores
observaram somente atividade antioxidante perante a Gltima técnica.

Miranda et al. (2014b) avaliaram a atividade antioxidante dos 6leos
essenciais de tomilho, capim-limdo, alfavaca e manjericdo, bem como dos
compostos timol, citral, eugenol e linalol, utilizando as metodologias do
sequestro dos radicais DPPH e da inibicdo da oxidacdo do sistema do B-
caroteno/acido linoleico. Por meio da andlise de agrupamentos hierarquicos, 0s

autores verificaram que os O6leos essenciais e seus respectivos padrdes se
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agrupam em relacdo ao potencial antioxidante, devido a similaridade quanto aos
conteudos de fenilpropanoides e monoterpenos.

2.4.2 Métodos de analise da atividade antioxidante in vitro

Existem diversos métodos, e ndo apenas um método universal, que
avaliem satisfatoriamente a atividade antioxidante in vitro de substancias
biologicamente ativas, devido aos diferentes tipos de radicais livres gerados e as
suas distintas formas de atuacdo nos organismos vivos. Assim, tem sido
desenvolvido um grande nimero de testes, envolvendo desde ensaios quimicos
com substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas
técnicas instrumentais (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; ALVES et
al., 2010).

Esses testes podem auxiliar os pesquisadores na escolha das espécies de
planta para estudos quimicos e farmacoldgicos, bem como grau de maturacéo,
condicBes ambientais, entre outros e comprovar a presenca de substancias
antioxidantes em alimentos e bebidas (ALVES et al., 2010).

2.4.2.1 ABTS

O método ABTS é baseado na neutralizacdo do radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS™) por um antioxidante. Esse radical
pode ser gerado por meio de uma reagdo quimica utilizando dioxido de
manganés, AAPH (2,2’-azobis amidinopropano dihidrocloridrico) ou persulfato
de potéssio (K,S;O0g), por reagdo eletroquimica ou enzimatica (metamioglobina e
peroxidase). Na presenca de antioxidantes, pode-se medir a diminuicdo da

formagdo desse radical, de cor verde-escura, por espectrofotometria, sendo
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convertido em uma forma ndo colorida ou verde mais claro (Figura 12)
(MAGALHAES et al., 2008).

Os resultados podem ser expressos como equivalentes a uma solucdo de
TROLOX (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico), por meio
da construgdo de uma curva analitica com concentracdes conhecidas de
TROLOX. O valor da absorbancia é proporcional a concentracdo do radical
cationico ABTS™ remanescente e é medida ap6s um tempo de reacéo fixado,
determinando, assim, a porcentagem de inibicdo do radical por um composto
puro, extrato ou 6leo essencial (MAGALHAES et al., 2008).

c) C o
S0 <,

ABTS ABTS

Figura 12 Estabilizacio do radical ABTS™ por um antioxidante.
2.4.2.2 Metodologia que avalia a prote¢do do sistema B-caroteno/acido linoleico

O método avalia a capacidade de um determinado composto em prevenir
a oxidagdio do p-caroteno. E um ensaio baseado em medidas
espectrofotométricas da descoloragdo (oxida¢do) do [B-caroteno causada pelo
ataque dos radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico por
espécies reativas de oxigénio presentes no meio. As substancias antioxidantes
tém a fungdo em retardar a oxidagdo do [3-caroteno, protegendo-o; entretanto, na
auséncia dessas substancias no meio reacional, os radicais livres formados pela
perda de um préton de um grupo metileno dialilico do acido linoleico atacam as
insaturagdes da molécula de B-caroteno. Com isso, 0 composto perde seu

cromdforo, resultando na perda da cor laranja, caracteristica da solucdo, que é



50

monitorada espectrofotometricamente entre  450-470 nm (Figura 13)
(JAYAPRAKASHA et al., 2007).

H H
R/\:X:/\ R i, R/\z“;e\: 7N R

Acido linoleico

0,
A(’);

N YV Y Vo Yo VYo YVa VYaN

Beta-caroteno

Figura 13 Reagdo de oxidag&o do sistema (3-caroteno/acido linoleico.

No entanto, podem ocorrer possiveis inconvenientes na realizagdo desse
método; substancias oxidantes ou redutoras podem interferir neste ensaio. Além
disto, a co-oxidagdo do P-caroteno é normalmente efetuada em um meio
emulsionado, o que pode causar falta de reprodutibilidade dos resultados
obtidos, acrescendo, ainda, a varia¢do que pode ocorrer devido a reacdo do f-

caroteno com o oxigénio presente no meio (ALVES et al., 2010).
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2.4.2.3 DPPH

O ensaio que avalia a reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) é um método muito utilizado por ser um recurso facil e
preciso para avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais. A
estabilidade do radical ocorre devido a deslocalizagdo do elétron
desemparelhado por toda a molécula, conferindo a ela, uma coloracdo violeta,
caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol ou metanol em cerca de 520
nm (ALVES et al., 2010). Nesse método, o radical cromdgeno é reduzido por
compostos antioxidantes para a correspondente hidrazina de cor amarela (Figura
14) e esse grau de descoloracdo ¢ medido espectrofotometricamente por um

tempo determinado ou até permanecer constante (MAGALHAES et al., 2008).

N—N NO,

O,N O2N
i
N—N-= NO, N—N NO,
DPPH" DPPH-H

Figura 14 Estabilizacdo do radical DPPH por um antioxidante.
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Sugere-se que a determinacdo da atividade antioxidante pelo método de
sequestro de radicais livres (DPPH) baseia-se na transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante para o radical livre DPPH. Inicialmente, a transferéncia
do elétron ocorre rapidamente, e a subsequente transferéncia de hidrogénio
ocorre mais lentamente e depende da ligacdo de hidrogénio com o solvente. Ao
utilizar solventes como metanol e etanol, compostos que apresentam interacdes
do tipo ligacdo de hidrogénio, a reacdo de abstracdo do hidrogénio ocorre
lentamente. De modo semelhante, os &cidos ou as bases presentes nos solvente
podem influenciar o equilibrio de ionizacdo dos fenois. Assim, supdem-se que
esses aspectos afetem a reacdo que envolve a transferéncia de elétrons ou
transferéncia de atomo de hidrogénio (FOTI; DAQUINO; GERACI, 2004).

2.4.2.4 Fosfomolibdénio

O método da complexacdo pelo fosfomolibdénio foi descrito por Prieto,
Pineda e Aguilar (1999) e constitui uma forma simples para avaliar a
capacidade antioxidante de uma mistura complexa de compostos, como € o caso
dos 0leos essenciais.

O ensaio baseia-se na determinacdo espectrofotométrica da reducdo do
molibdénio (+6) para o molibdénio (+5), em meio &cido, com a formacao
subsequente de um complexo, com absor¢do maxima em 695 nm (Figura 15). A
solucdo teste inicial possui coloracdo amarela, tornando-se verde a medida que a
solucdo de fosfato de molibdénio se reduz. Esse método possui a vantagem de
avaliar a capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos guanto de
hidrofilicos (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
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Figura 15 Reacéo de reducdo do molibdénio por um composto antioxidante.
2.4.25 TBARs

O método TBARS trata-se de um teste baseado na reacdo do acido
tiobarbitdrico (TBA) com os produtos de decomposi¢cdo dos hidroperoxidos de
acidos graxos insaturados, resultantes da oxidacdo de um substrato lipidico com
a adicdo de um fon metalico de transicdo (Cu*?, Fe' ou uma fonte de radical
livre, como o AAPH) (NOGUEIRA NETO; SOUSA; FREITAS, 2013). O
malonaldeido (MA), um aldeido com trés atomos de carbono, é um dos
principais produtos formados pela decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos
graxos poli-insaturados. Nesse ensaio, uma molécula de MA reage com 2
moléculas de TBA, formando um complexo de cor vermelho/violeta (TBARS),
que é medido espectrofotometricamente com uma absorbancia maxima a 532-
535 nm (Figura 16). No entanto, o &cido tiobarbitlrico pode reagir com
diferentes compostos carbonilicos, os quais sdo chamados de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

A reacdo ocorre em meio 4cido (pH 1,0-2,0) e elevada temperatura
(100°C) para aumentar a sua velocidade e sensibilidade. A adi¢do de um
antioxidante inibe a oxidacdo dos &cidos graxos; dessa forma, a formagdo do
MA é reduzida.



54

OH
H. 0 | __CH—CH c

/ —
g /L P J\
NH ) NH

Acido Cromogénio
tiobarbitdrico

Figura 16 Reagdo do malonaldeido com o &cido tiobarbiturico.

2.4.2.6 Radical Hidroxil

A atividade antioxidante pelo método do radical hidroxil avalia, da
mesma forma que o teste TBARS, a capacidade de formacdo de um cromégeno
por meio da formacdo do composto malonaldeido. Existem diversos testes para
avaliar a capacidade de captar os radicais hidroxilas, mas o método utilizando o
composto 2-desoxirribose € um dos mais utilizados. A reacdo que antecede a
formacdo do malonaldeido é a reacdo de Fenton, que é uma reacdo em cadeia
entre fon ferroso (Fe?") e o perdxido de hidrogénio (H,O,), em meio &cido,
formando, assim, o radical hidroxil (Figura 17) (BAJPAI et al., 2013).

Fe** + H,0, — > Fe® +OH + OH

Figura 17 Reacdo de Fenton.

Os radicais hidroxilas que ndo sdo capturados por nenhum dos reagentes
atacam o agucar 2-desoxirribose, degradando-o em diversos fragmentos que sdo
capazes de reagir com o &cido tiobarbitdrico, ap6s o aquecimento e em pH
acido, originando um pigmento rosa susceptivel de ser quantificado por
espectrofotometria. As substancias que possuem propriedades antioxidantes
podem competir com a 2-deoxirribose pelo radical, produzindo uma diminuicao
na intensidade da coloracdo (ALVES et al., 2010).
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2.5 Cancer

O cancer é uma doenca multifatorial que se desenvolve em funcéo de
anormalidades celulares associadas a alteracGes na expressdo de proto-oncogene
ou gene supressor de tumor. Constitui um problema de satde publica em todo o
mundo. Estima-se que, em 2030, serdo 21,4 milhGes de novos casos de cancer e
13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do
envelhecimento da populacdo, bem como da redugdo da mortalidade infantil e
das mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA, INCA, 2014; MAURO et al., 2014).

A incidéncia, a distribuicdo geografica e o comportamento de tipos
especificos de canceres estdo relacionados a diversos fatores, incluindo sexo,
idade, raca, predisposicdo genética e exposicao a carcin0genos. Sugere-se que 0
estresse oxidativo, inflamacdo cronica e cancer estejam relacionados. Diversos
tumores humanos, incluindo melanoma, leucemias, carcinomas gastrico,
prostatico, mamario e de colon, apresentam niveis elevados de EROs, que
regulam vias de transducéo de sinais, participando das etapas da transformacao e
progressdo tumoral (REUTER et al., 2010).

Além disso, acredita-se que diversos agentes carcinogénicos biol6gicos
(virus, bactérias) atuem como promotores da proliferacdo celular. Em uma
revisdo realizada por Nakagawa, Schirmer e Barbieri (2010), cita-se a
identificagdo do DNA do virus HPV em amostras de tecidos de carcinomas
cervicais, sugerindo que a infeccdo pelo virus desencadeia o desenvolvimento do
carcinoma invasivo. A bactéria Helicobacter pylori tem sido relacionada ao
linfoma gastrico e também ao adenocarcinoma, embora existam controvérsias
(LEME; BOVE; SILVA, 2003).
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A energia solar ionizante constitui um importante carcinégeno fisico,
uma vez que é capaz de induzir mutacfes. As radiacOes ultravioletas que
atingem a superficie terrestre sdo responsaveis pelo surgimento de canceres
cutaneos, que atingem muitos individuos (ARAUJO, SOUZA, 2008).

Embora a heranca genética seja relevante na predisposi¢do ao cancer,
muitos casos da doenca estdo intimamente relacionados aos habitos de vida
inadequados, como sedentarismo, ma alimentacdo, cigarro, ingestdo de bebidas
alcoolicas, entre outros (PRADO, 2014).

A formagdo e o desenvolvimento do cancer é um processo que consiste
em varias etapas: envolve a mutacdo e selecdo de células com capacidade
progressivamente aumentada para proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e
metastase. Inicia-se com uma desregulacdo gendmica, ocasionada por um agente
carcinogénico ou oncoiniciador, que provoca modificacdes em alguns genes e
transforma a fisiologia celular. Ao longo de sua progressdo, o cancer pode se
tornar mais agressivo e maligno, evoluindo até o surgimento das primeiras
manifestacdes clinicas (BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2006).

Considerando o ciclo celular como sendo de fundamental importancia
no processo de carcinogénese, algumas consideracdes devem ser feitas. A célula
normal segue uma sequéncia de eventos; o ciclo celular € dividido em quatro
fases: G1, S, G2 e M (Figura 18). No periodo S, ocorre a duplicagdo ou sintese
do DNA. As fases G1 e G2 correspondem aos periodos em que as células se
preparam para execucao das fases S e M, respectivamente. No inicio da fase G1,
em resposta aos sinais externos, as células continuam no ciclo ou entram em
estado de quiescéncia conhecido como GO. Durante esse ciclo, existem alguns
eventos importantes, como a diferenciagdo celular, o balango entre os genes de
controle e fatores de crescimento e oncogenes e a apoptose. Entretanto, esses
eventos ndo ocorrem com a célula cancerosa; as células ndo se diferenciam e

ocorre um aumento dos fatores de crescimento e oncogenes comparados ao
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controle, além do fato das células com defeito ndo entrarem em apoptose (DE
ROBERTIS; HIB, 2014; MESQUITA, 2009).
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Figura 18 Esquema do ciclo celular de uma célula cancerosa.
Fonte: De Rabertis e Hib (2014); Mesquita (2009).

A maioria das drogas antineopléasicas interfere de algum modo no ciclo
celular; portanto, a compreensdo do funcionamento e regulacao desse processo é
essencial para definicdo clara dos mecanismos de acdo dessas substancias
(ALMEIDA et al., 2005).

Existem pontos de verificacdo nas fases G1 e G2 do ciclo celular que
sdo responsaveis pelo seu prosseguimento ou parada. Esses sdo regulados por
proteinas cinases, como as CDKs (cinases dependentes de ciclina). Quando
algum tipo de anormalidade ocorre, o ciclo celular para até a completa reparacéo
celular. Caso essa reparacdo ndo seja eficiente, a célula é encaminhada para a
morte celular programada (HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Muitos

farmacos sdo denominados como farmacos ciclo-celular especificos, uma vez
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que ativam vias de sinalizacdo que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo celular
(ALMEIDA et al., 2005).

Em sintese, o cancer é uma das doencas que, ainda nos dias atuais, causa
muitas mortes no mundo. Todavia, as pesquisas continuam no sentido de
desenvolver novas substancias equivalentes aos antitumorais ja conhecidos;
entretanto, espera-se que apresentem efeitos toxicos menos agressivos que esses

medicamentos.

2.6 Compostos antitumorais de origem vegetal

A descoberta de medicamentos para o cancer esta relacionada a
pesquisas de produtos naturais, e cerca de 60% dos medicamentos utilizados
tem, em alguma instancia, sua origem relacionada a uma fonte natural (COSTA-
LOTUFO et al., 2010). Um dos exemplos mais importantes é o de Catharanthus
roseus, conhecida também como Vinca rosea. A partir dessa planta, foram
isolados os alcaloides vimblastina e vincristina, que sdo de grande utilidade no
tratamento de leucemias, linfomas e cancer testicular (BRANDAO et al., 2010).

Outra descoberta importante foram os derivados da casca de Taxus
brevifolia Nutt, que incluem o paclitaxel e o docetaxel. O primeiro é indicado
principalmente para tratamento do cancer de mama e de ovario, mas também
pode ser utilizado em tumores epiteliais, como o de pescogo, eséfago e pulméo.
O docetaxel € um analogo semissintético do paclitaxel, e também é aprovado
para 0 uso contra o cancer de mama e de pulmio (BRANDAO et al., 2010).

A atual necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos, mais
inovadores e que atendam a doencas mais complexas, torna importante a busca
de novas opgdes terapéuticas.

A resisténcia adquirida aos medicamentos anticarcinogénicos é

encontrada em grande parte dos pacientes, sendo responsavel por problemas
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clinicos que limitam a eficacia do tratamento. Além disso, o fato de os
medicamentos antineoplasicos atuarem nas células do organismo como um todo,
ou seja, nas células cancerosas e normais, provoca uma série de efeitos
indesejaveis.

Com o intuito de encontrar novas substancias de origem natural com
atividade inibitoria sobre diversos tipos de céncer e que possam vir a ser
utilizados como medicamentos ou para complementar as terapias ja existentes,

alguns trabalhos vém sendo realizados (Quadro 4).

Quadro 4 Atividade citotdxica de Oleos essenciais sobre diferentes linhagens

celulares.
Planta Linhagens/ Resultados Método Referéncia
Backhousia HepG2 MTS Hayes e Markovic
citriodora (carcinoma hepatocelular) (2002)

(I1Cs: 0,008-0,014% (p/v) em
4 hs e 0,003- 0.012% (p/v) em

24 hs de exposicao)
Ferulago T47D (tumor de mama), MTT Golfakhrabadi et al.
carduchorum HepG2 (hepatocarcinoma) e (2015)

HT-29 (tumor do intestino)
(ICs< 2 g mL™)

Ridolfia Macrofagos, queratinécitos e MTT Cabral et al. (2015)
segetum (L.) hepatécitos

(N&o houve efeito nas
concentragdes menores que
1,25 uL mL™)

Myrtus J774-Al MTT Mahmoudvand et al.
communis L. (2015)
(macréfago murino)
(ICso: 136,7247,2 pg mL™)

Artemisia Hela MTT Taherkhani (2015)

diffusa

(cancer cervical)
(1C50: 16,34 pg mL™)
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2.7 Ensaios de citotoxicidade

Diante do grande numero de trabalhos cientificos que apresentem
diversas atividades bioldgicas relacionadas aos 6leos essenciais e que propdem a
sua utilizacdo, especialmente em alimentos, intensifica-se a necessidade de se

verificar o potencial toxico dessas substancias para o organismo humano.

2.7.1 Testes hemoliticos

Os Oleos essenciais ndo sdo isentos de propriedades toxicas. Muitos
deles sdo agentes fotossensibilizantes; como exemplo, citam-se aqueles obtidos
de frutos citricos, que possuem furanocumarinas em sua composicdo. Os 6leos
de canela, funcho e alho, que possuem alto teor de cinamaldeido, podem
ocasionar reacdo alérgica. Os 0leos ricos em tujona (ex: salvia), fenchona (ex:
funcho), canfora e pinocanfona (ex: manjericdo) sdo neurotoxicos em altas
doses, podendo provocar convulsdes, distdrbios sensoriais e psiquicos. O 6leo
essencial de noz-moscada também pode produzir excitacdo, alucinagdes visuais
e distorcdes de cores, possivelmente devido a presenca de miristicina e
elemicina (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010).

Os testes de citotoxicidade sdo ensaios essenciais para averiguar o risco
dessas substancias para os seres humanos (ROGERO et al., 2003). Um dos
modelos experimentais utilizados para avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos
compostos quimicos é o ensaio de hemolise com eritrocitos de animais e
humanos. O teste de hemdlise é recomendado pela Organizacdo Mundial de
Salde, além de ser requisito nos testes toxicologicos prescritos no Guia para
Avaliacio de Seguranca de Produtos Cosméticos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGIANCIA SANITARIA, ANVISA, 2003).
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A avaliagdo da estabilidade mecanica da membrana eritrocitaria
constitui um bom indicador de danos provocados por varios compostos como
triagem de citotoxicidade. Os eritrocitos humanos, também chamados de
heméacias ou gloébulos vermelhos, sdo celulas anucleadas constituidas
basicamente de globulina e hemoglobina. As células eritrocitarias sdo faceis de
ser obtidas e isoladas, por puncdo intravenosa e posterior centrifugacdo. O
monitoramento da integridade dos eritrocitos pode ser feito com relativa
facilidade, detectando-se fotometricamente a hemoglobina liberada em solucéo
(MALHEIROS; MEIRELLES; DE PAULA, 2000). Ressalta-se que a
determinacdo das doses adequadas em teste é fundamental para ndo alterar as
condi¢des do meio reacional (concentracdo de ions, pH, hidrofobicidade, entre
outros).

Nos testes que avaliam a atividade hemolitica de alguns compostos
(meio solido), utilizam-se como controle positivo peconhas de serpentes, uma
vez que elas contém uma grande quantidade de proteinas com atividade
enzimatica capazes de atuar nos processos fisioldgicos do organismo humano,
inclusive por meio da inducdo de hemdlise. A peconha de serpentes da espécie
Crotalus durissus terrificus (cascavel), por exemplo, apresenta como principal
componente toxico a crotoxina, uma B-neurotoxina heterodimeérica formada pela
associacao nao covalente de duas subunidades: a fosfolipase A, e a crotapotina.
A fosfolipase A, pode agir sinergicamente com outras toxinas, promovendo a
lise de eritrécitos (AIRD, 2002).

Pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar a atividade hemolitica de
6leos essenciais provenientes de diferentes espécies vegetais. Yamaguchi et al.
(2013) utilizaram o teste de hemdlise in vitro utilizando uma suspensdo de
eritrocitos de camundongos (2%), para a avaliagdo do efeito do 6leo essencial

obtido das folhas e galhos de Endlicheria citriodora. As concentragdes
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estudadas variaram entre 1,22 - 625 pg mL™, nas quais ndo foi observada
hemélise, demonstrando que os éleos possuem baixa toxicidade.

Ja Tariku et al. (2010), pesquisando o potencial hemolitico dos dleos
essenciais extraidos das folhas de Artemisia abyssinica e de Satureja punctata
ssp, observaram danos aos eritrécitos, com 50% de lise nas diluicdes de 0,35 puL
L e 1,52 uL L™, respectivamente. Esse fato pode ser explicado em decorréncia
da lipofilicidade dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, que podem
reagir com as partes lipidicas das membranas celulares, tornando-as mais

permeéveis, culminando, assim, na lise celular (BAKKALI et al., 2008).

2.7.2 Métodos colorimétricos

Além dos testes hemoliticos, outros ensaios de citotoxicidade séo
aplicados como forma de pré-selecdo para avaliar a seguranca de determinadas
substéancias para 0 consumo humano.

Com o aprimoramento das culturas celulares, foi possivel, no final da
década de 80, o desenvolvimento de linhagens celulares oriundas de tumores
humanos e murinos. Atualmente, sdo utilizadas diversas linhagens, como a
SKBr3 (adenocarcinoma de mama), Jurkat (leucemia linfoblastica T), HepG2
(hepatocarcinoma), T47D (tumor de mama), HT-29 (tumor de intestino), J774-
Al (macrofago murino), Hela (cancer cervical), entre outras. Além das
linhagens neoplasicas utilizadas, para se verificar a seletividade da droga,
utilizam-se linhagens normais: VERO e CCD-1059Sk (obtidas de fibroblastos)
(KOMARASAMY; SEKARAN, 2012; ANBARLOU et al, 2015;
MAHMOUDVAND et al, 2015, GOLFAKHRABADI et al., 2015;
TAHERKHANI et al., 2015).

O screening, in vitro, sobre células tumorais de diversas linhagens,

possibilita a analise de varias amostras simultaneamente; representa uma
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metodologia mais simples que os ensaios in vivo, além de reduzir o uso de
animais em experimentos (NEIDLE; THURSTON, 2005).

No Brasil, desde 1989, o Laboratério Nacional de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceard (LOE) realiza pesquisas de
prospeccdo de novas moléculas com potencial atividade antitumoral e testes para
determinar o potencial anticancer de moléculas extraidas de plantas, organismos
marinhos e micro-organismos. As amostras sdo submetidas a um teste em
concentragdo unica (50 pg mL™ para extratos, 20 ug mL™ para fracdes e
5ug mL™ para substancias puras), utilizando trés linhagens de tumores sélidos:
SF-295 (sistema nervoso central), MDA-MB-435 (melanoma) e HCT-8 (cdlon)
(COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Os métodos colorimétricos que quantificam a proliferacdo celular em
cultura sdo considerados rapidos e Uteis para a avaliagdo de atividade
antitumoral. Um dos testes mais comumente utilizados é o MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio)], o qual quantifica a habilidade das
células viaveis em reduzirem o sal amarelo de tetrazolium a cristais purpuros de
formazano. Os resultados sdo lidos espectrofotometricamente em leitor de
microplacas (MOSMANN, 1983).

Semelhante ao teste com MTT, no ensaio com MTS
{sal Dbrometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil-2H-tetrazélio)]}, o composto é bioreduzido pelas células num produto
de formazano colorido, que é solivel no meio de cultura (Figura 19). Essa
conversdo é realizada pelo NADPH ou NADH produzido por enzimas
desidrogenases em células metabolicamente ativas. O ensaio é realizado por
adicdo do reagente as culturas, com incubagdo durante 1-4 horas e, em seguida,
afere-se a absorbancia a 490 nm (CORY et al., 1991).
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Figura 19 Estrutura do MTS e o produto formado ap6s reducdo pelo
metabolismo de células viaveis.

De fato, as amostras que inibem seletivamente ou indiscriminadamente a
proliferacdo celular sdo selecionadas para determinagdo da eficacia, seletividade
e mecanismo de acdo do composto, em um espectro mais amplo de linhagens.
Assim, 0s ensaios em animais podem ser realizados para comprovacdo da
atividade antitumoral in vivo e de outras evidéncias experimentais gque
justifiqguem seu uso (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.8 Bioensaios em vegetais superiores

Os bioensaios vegetais podem ser empregados para avaliacdo de efeitos
toxicos/mutagénicos de produtos naturais, uma vez que detectam danos
genéticos, respondendo em nivel de DNA, cromossémico e genbmico
(MALUSZYNSKA; JUCHIMIUK, 2005). Ademais, pode-se dizer que as
plantas superiores sdo apontadas como &timos modelos genéticos: possuem
cromossomos grandes e numerosos, apresentam alta sensibilidade a agentes
mutagénicos e permitem varias andlises simultaneas, englobando desde
mutacBes pontuais até aberragdes cromossémicas em ceélulas de diferentes
6rgdos e tecidos, como pélen, raiz e folhas (LEME; MARIN MORALES, 2009).

Além dos ensaios classicos e padrdes utilizados na avaliacdo de

toxicidade dos compostos, que incluem as analises macroscopicas (germinacao e
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desenvolvimento inicial da plantula) e microscopicas (indice mitético e
alteracbes no ciclo celular), novos métodos baseados em ferramentas
moleculares e imunodeteccdo tém sido empregados a fim de agregar
conhecimento a respeito dos mecanismos de ac¢do de substancias potencialmente
toxicas as células e genomas alvo (ANDRADE-VIERA et al., 2012).

A aplicacdo de modelos vegetais no estudo de prospeccdo de
toxicidade de poluentes ambientais é validada pela Agéncia de Protecdo
Ambiental Americana (US EPA — United States Environmental Proteccion
Agency) (GRANT, 1994). E relevante ressaltar que os mesmos testes utilizados
para deteccdo de mutagenicidade com poluentes ambientais podem ser usados
para detectar a mutagenicidade dos produtos naturais. Entre as espécies vegetais
que podem ser utilizadas nesses ensaios, a alface (Lactuca sativa) constitui um
importante bioindicador: suas sementes sdo baratas, de facil aquisicdo, é um
material prolifico e de germinacdo rapida. Além disso, apresenta grande area de
contato com as solucgdes dos compostos testados e alta sensibilidade (CAMPOS
et al., 2008). A exposicdo ocorre no tecido meristematico de pontas de raiz, o
qual é submetido a muitas divisdes celulares, rapidas, aumentando, assim, a sua
sensibilidade aos agentes externos (FISKESJO, 1985).

Andrade-Vieira, Davide e Gedraite (2010) utilizaram a espécie L. sativa
em bioensaios citogenéticos e na germinacdo de sementes, a fim de avaliar os
efeitos toxicos do SPL (spent pot liner) e comprovaram a eficiéncia desse
vegetal nos ensaios de toxicidade. Luber et al. (2015) também utilizaram a alface
na avaliacdo da fitotoxicidade e citotoxicidade de trés variedades de goiaba e
evidenciaram os efeitos citogenotdxicos da fruta.

O uso de modelos vegetais como indicador de agentes mutagénicos
possui varias vantagens: baixo custo para realizagdo de pesquisas e apresentam
boa correlagdo com outros modelos e sistemas-teste, como os animais. Além

disso, 0s cromossomos de vegetais superiores sdo grandes e de facil
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visualizacdo, facilitando as andlises citoldgicas. Com os resultados dos ensaios,
é possivel fornecer dados que alertem a populacdo sobre os agentes que causam
cancer e mutagdes (GRANT, 1994), incluindo a avaliacdo de produtos naturais,
0s quais ndo estdo isentos de toxicidade.

Aragdo et al. (2015) avaliaram os efeitos citotoxicos dos 6leos essenciais
de Eucalyptus grandis e E. citriodora (0; 0,00625; 0,0125; 0,05; 0,1 pL mL™)
sobre L. sativa. Foi observada reducdo na germinacdo (%), no crescimento,
indice mitdtico e frequéncia de células vidveis. Os Oleos essenciais também
causaram alteracbes nas estruturas de nucleos normais, caracterizado pela
presenca de nlcleos condensados e aberragfes cromossdémicas.

Pesquisas de Ladhari, Omezzine e Haouala (2014), utilizando
bioensaios para determinar, entre outros fatores, a alteracdo do indice mitético e
nas fases mitdticas de células da raiz de L. sativa, ocasionadas pela exposicdo ao
extrato aquoso e metandlico de Capparis spinosa L e Cleome arabica L.,
observaram uma reducdo de 97,93% do indice mitético na concentracdo mais
alta (20 g L™ do extrato aquoso e uma reducdo média de 70,75% no extrato
metanélico (6 g L™), quando comparado com o tratamento controle.

De acordo com Rank e Nielsen (1997), se um composto quimico é capaz
de causar danos nos cromossomos vegetais, ele tem a capacidade de ocasionar
eventos mutagénicos em mamiferos. Mauro et al. (2014), avaliando a
mutagenicidade e antimutagenicidade do composto inulina em um ensaio com
células meristematicas de Allium cepa, observaram que o composto apresenta
porcentagem de reducgdo de danos comparavel a relatada em estudos nos quais se

avaliaram os danos ao DNA em mamiferos.

2.9 Fungos do género Aspergillus: produgdo de micotoxinas
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Os fungos do género Aspergillus sdo considerados anamorfos de
ascomicetos pertencentes ao Reino Fungi, divisdo Ascomycota, ordem
Eurotiales e familia Trichocomaceae. Sdo encontrados em regifes de clima
quente e suportam baixa atividade de dgua. Podem ser utilizados em diversos
processos industriais na producdo de enzimas (ex: amilase) e acidos organicos
(ex: &cido citrico). Além disso, alguns farmacos tém sido elaborados a partir
dessas espécies. Como exemplo, cita-se a lovastatina, produzida por espécies de
A. terreus, utilizada comercialmente no auxilio da diminuicdo das taxas de
colesterol (ABARCA et al., 2003; KLICH, 2002).

Apesar dos aspectos econdmicos positivos relacionados ao género
Aspergillus, muitas espécies sdo produtoras de micotoxinas e estdo associadas a
deterioracdo e contaminacdo dos alimentos em diferentes fases, como pré e pos-
colheita, processamento e manuseio. Podem colonizar uma grande variedade de
commodities agricolas, como cafeé, arroz, milho, frutas, entre outros (PERRONE
et al., 2007).

As micotoxinas sao produtos do metabolismo secundario de algumas
espécies de fungos filamentosos. Apresentam propriedades toxicas, causando
problemas agudos e cronicos para a salde humana e de animais, além do
eminente risco econbmico. Sdo encontradas mais de 80 espécies
micotoxigénicas, que podem produzir mais de 300 diferentes estruturas
quimicas, sendo algumas espécies capazes de produzir mais de um tipo de
micotoxina e estar presente simultaneamente em um unico produto (CARDOSO
FILHO, 2012).

Alguns autores avaliaram espécies de Aspergillus e encontraram um

elevado potencial toxigénico desse género em alimentos (Quadro 5).
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Quadro 5 Potencial toxigénico de espécies do género Aspergillus em alimentos.

Espécies

Micotoxinas

Referéncias

A. carbonarius
A. carneus

A. flavus

A. niger

A. ochraceus

A. terreus

Ocratoxina A
Citrinina
Aflatoxina B1 e B2, acido
aspergilico, acido
ciclopiazdnico, acido
kojico, acido 3-
nitropropionico,
paspalininas
Ocratoxinas,
malforminas,
fumonisina B2
Ocratoxinas, acido
penicilico, &cido kgjico,
A, xantomegnina
Citrinina, patulina,
citreoviridina,
mevinolina, acido terreico

(GALLO et al., 2014)
(TEIXEIRA et al., 2012)

(ZHANG et al., 2014)

(CASTELLA et al., 2015;
SOARES CALADO;
VENANCIO, 2013)
(HARRIS; MANTLE,

2001; HUA et al., 2014)

(GRESSLER et al., 2011)

2.10 Ocratoxina A: potencial cancerigeno

A ocratoxina A (OTA) ou 7-(L-B-fenilalanilcarbonil)-carboxil-5-cloro-

8-hidroxi-3,4-dihidro-3R-metilisocumarina (Figura 20) é uma micotoxina

contaminante de alimentos. Foi descoberta como um metabdélito secundario de

Aspergillus ochraceus, em 1965 , durante um estudo sobre metabdlitos flingicos,

0 que despertou a atencdo de varios pesquisadores (MERWE et al., 1965).

COOH O
SYW .
NH

Cl

Figura 20 Estrutura quimica da ocratoxina A.
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A OTA pode ser encontrada em diversos produtos alimenticios,
incluindo nozes, amendoins secos, feijdo, temperos, graos de café e frutas secas,
como também em carne processada, cereais, sementes oleaginosas, uvas, vinho,
uvas passas e café (BAU et al., 2005).

Rosa et al. (2002) detectaram a presenca de OTA em vinhos brasileiros.
Observou-se uma contaminagdo de 30% em vinhos tintos, 20% em brancos e
20% em rosé. A concentragdo de OTA foi a mais alta para os vinhos tintos
(méximo de 0,0424 pg L™), seguida de vinhos brancos (0,0354 pg L™) e de
vinho rosé (0,0282 pg L™).

Batista e Chalfoun (2007) avaliaram a incidéncia de ocratoxina A em
diferentes fracGes do café (Coffea arabica L.) (boia, mistura e varricdo) ap6s a
secagem em terreiros de terra, asfalto e cimento. Das amostras analisadas, em
40% nao foi detectada a presenca de ocratoxina A e, em 31%, foram detectadas
a presenca de ocratoxina A em niveis que variaram de 0,1 a 5,0 pg Kg™ de café.
Foi possivel observar que os niveis de contaminacdo foram maiores na fracdo
varricdo e nas fracGes boia e mistura, secas em terreiro de terra. Dessa forma,
concluiram que esse ambiente aumenta o risco de contaminagdo com ocratoxina
A em graos de café.

Em 1993, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(International Agency for Research on Cancer — IARC) avaliaram o potencial
carcinogénico de micotoxinas como aflatoxina, ocratoxina, tricotecenos,
zearalenona, patulina e fumonisinas e classificaram-nas em diferentes grupos
(Quadro 5) (PONTES NETTO et al., 2002).
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Quadro 6 Classificacdo de micotoxinas.

Classificacéo Micotoxinas
Carcinogenos do grupo 1 Aflatoxina
Carcinogenos do grupo 2B Fumonisina; ocratoxina
Carcinogenos do grupo 3 Tricoteceno; Zearalenona; Patulina

Grupo 1: o agente é carcinogénico em seres humanos; Grupo 2B: 0s agentes sdo
possivelmente carcinogénicos; Grupo 3: 0s agentes ndo sdo classificados como
carcinogénicos para humanos.

Fonte: Pontes Netto et al. (2002).

Verificou-se que a OTA possui propriedades nefrotdxica, teratogénica e
imunotdxica, 0 que representa um Sério risco para a salde humana e animal.
Estudos em laboratério demonstraram que essa micotoxina é capaz de causar
cancer de figado em ratos e promover o desenvolvimento de tumores no trato
urindrio humano (SHUNDO et al., 2006).

Testes realizados na Europa verificaram que a maioria dos europeus
apresenta alguma concentracdo da toxina no sangue. Dessa forma, em Portugal,
realizou-se um estudo sobre a ocorréncia de aflatoxinas (AFB1 e AFM1) e
ocratoxina A em alimentos infantis (leites em po e farinhas a base de cereais)
disponiveis no mercado para consumo. Os resultados revelaram a presenca das
micotoxinas em 12 amostras com teores compreendidos entre 0,017 e 0,041
ug kg para AFM1; uma amostra com 0,009 pg kg™ para AFB1 e entre 0,034 e
0,212 pg kg™ para OTA (ALVITO et al., 2010).

Devido as propriedades maléficas da OTA, varios paises tém elaborado
legislacBes que permitem a concentragdo maxima dessa toxina em produtos
agricolas e derivados. Esses limites tém por finalidade assegurar a integridade da
salde da populagdo, protegendo os consumidores dos riscos de ingestdo da
OTA. De acordo com Duarte, Lino e Pena (2010), 77 paises definiram
regulamentos, ao passo que 13 ndo apresentam nenhuma legislagdo especifica.

No Brasil, o limite maximo permitido para micotoxinas em alimentos e
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bebidas foi recentemente estabelecido; para vinhos, ¢ de 2 pg L™ (ANVISA,
2011).

Além dessas medidas, vém sendo realizados alguns trabalhos nos quais
se utilizam os Oleos essenciais no controle de fungos e da producdo de
micotoxinas. JerSek et al. (2014) estudaram os o6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare L.), horteld (Mentha piperita L.), erva-doce (Foeniculum
vulgare Mill.), abeto (Abies alba Mill.) e suas substincias ativas: timol,
carvacrol, mentol e anisaldeido quanto a atividade antifingica sobre Penicillium
verrucosum e o efeito na producdo de ocratoxina A. Os resultados indicaram a
possibilidade de uso do o6leo essencial de orégano como substituto aos
conservantes artificiais.

Hua et al. (2014) avaliaram o efeito de Oleos essenciais e de alguns
compostos sobre o crescimento de Aspergillus ochraceus e na producdo de
OTA, concluindo que os compostos cinamaldeido, citral e eugenol podem ser
utilizados no biocontrole da contaminacdo por OTA em grdos de

armazenamento.
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ARTIGO 1

OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS E FRUTOS DE Melaleuca
alternifolia E Melaleuca quinquenervia: CARACTERIZACAO QUIMICA
E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro
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RESUMO

Atualmente, existem diversos métodos para avaliar a atividade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas, envolvendo desde
ensaios quimicos com substratos lipidicos a ensaios complexos. Objetivou-se
neste trabalho caracterizar quimicamente e avaliar a atividade antioxidante in
vitro dos Gleos essenciais (OEs) obtidos das folhas e frutos de Melaleuca
alternifolia e Melaleuca quinquenervia. A extracdo dos Oleos essenciais foi
realizada pela técnica de hidrodestilacdo utilizando-se o aparelho de Clevenger
modificado; a identificacdo e a quantificagdo dos constituintes foi realizada por
CG/EM e CG-DIC. A atividade antioxidante dos Oleos essenciais foi
determinada pelos métodos ABTS, DPPH, complexo fosfomolibdénio, radical
hidroxil, TBARS e B-caroteno/acido linoleico. Os constituintes majoritarios
encontrados no OE das folhas de M. alternifolia foram y-terpineno (19,30%) e
terpinen-4-ol (56,80%) e no 6leo dos frutos p-cimeno (29,48%) e terpinen-4-ol
(61,29%). O OE das folhas de M. quinquenervia apresentou como constituintes
majoritarios os compostos a-pineno (61,37%) e linalol (22,08%) e, no 6leo dos
frutos, foram identificados esses mesmos compostos, mas em proporgdes
distintas: a-pineno (34,49%) e linalol (13,72%), acrescidos de outros
componentes; p-cimeno (17,99%) e 1,8-cineol (11,24%). O OE das folhas de M.
alternifolia apresentou maior atividade antioxidante perante 0s métodos
fosfomolibdénio e hidroxil, sendo, juntamente com os demais Gleos, ineficazes
para os outros métodos. Isso pode ser devido a diversos fatores inerentes a cada
metodologia que influenciam a atividade antioxidante.

Palavras-chave: Plantas. Myrtaceae. Radicais livres.
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ABSTRACT

Currently, there are several methods to evaluate in vitro antioxidant
activity of biologically active substances, ranging from chemical assays with
lipid substrates to complex trials. The aim of this work is to chemically
characterize and evaluate the in vitro antioxidant activity of essential oils (EOs)
obtained from the leaves and fruits of Melaleuca alternifolia and Melaleuca
quinquenervia. The extraction of essential oils was performed through
hydrodistillation technique using a modified Clevenger apparatus; identification
and quantification of the components was performed by GC/MS and GC-FID.
The antioxidant activity of essential oils was determined by ABTS methods,
DPPH, phosphomolybdenum complex, hydroxyl radical, TBARS and -
carotene/linoleic acid. Most constituents found in the EO from leaves of M.
alternifolia were y-terpinene (19.30%) and terpinen-4-ol (56.80%) and on the oil
from the fruit p-cymene (29.48%) and terpinen -4-ol (61.29%). The EO from M.
quinguenervia leaves showed as major constituents the compounds a-pinene
(61.37%) and linalool (22.08%). The oil of fruits presented the same
compounds, but in different proportions; a-pinene (34.49%) and linalool
(13.72%), and also other components: p-cymene (17.99%) and 1,8-cineole
(11.24%). The EO from M. alternifolia leaves showed higher antioxidant
activity compared to phosphomolybdenum and hydroxyl methods, which are,
along with other oils, ineffective for the other methods. This might be due to
several factors inherent to each method that influence the antioxidant activity.

Keywords: Plants. Myrtaceae. Free radicals.
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1 INTRODUCAO

Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake (familia: Myrtaceae) é uma
espécie originaria da Awustralia, produtora de Oleo essencial, que possui
propriedades medicinais e inseticidas (PINO et al., 2011). Também nativa da
Australia, a espécie M. alternifolia, conhecida como arvore-do-cha (Tea tree), é
uma planta rica em terpinen-4-ol, um dos principais compostos responsaveis por
suas propriedades antifingicas e antibacterianas, garantindo-lhe importancia
comercial (MONTEIRO et al., 2013). Embora sejam encontrados na literatura
varios trabalhos nos quais se relatem a composicdo quimica dos 6leos essenciais
de folhas de M. alternifolia, poucos estudos quimicos de outras partes desta
planta, como dos frutos, séo descritos.

Normalmente, as plantas sdo capazes de produzir antioxidantes para
controlar o estresse oxidativo causado pela radiagdo solar e oxigénio
atmosférico, entre outros fatores. De fato, a utilizacdo desses agentes
antioxidantes pode representar uma nova abordagem na inibicdo dos danos
provocados pelo excesso de radicais livres.

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas
de atuacdo nos organismos Vvivos, a atividade antioxidante ndo deve ser medida
precisa e quantitativamente com base em um Unico modelo de teste. Dessa
forma, varios métodos sdo utilizados para investigar a propriedade antioxidante
de amostras (dietas, extratos de plantas, antioxidantes comerciais e 6leos
essenciais) e tém se tornado ferramentas usuais e extremamente importantes na
selecdo inicial de substancias bioativas que possam ser utilizadas como farmacos
(ALVES et al., 2010).

Entre os métodos de neutralizacdo de radicais livres, o0 método DPPH é
rapido, simples e barato, em comparagdo com outros modelos de ensaio. Por

outro lado, o ensaio de descoloragdo ABTS ¢é aplicavel em ambos antioxidantes
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hidrofilicos e lipofilicos (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). Assim,
0s objetivos neste trabalho foram caracterizar quimicamente e avaliar a atividade
antioxidante in vitro dos 6leos essenciais das folhas e frutos de M. alternifolia e

M. quinquenervia utilizando diferentes métodos.

1.1 Coleta e extracdo dos 6leos essenciais

As espécies M. alternifolia e M. quinquenervia foram coletadas na
Fazenda Guapiara, municipio de Aiuroca-MG. As folhas e os frutos das espécies
foram selecionados e submetidos ao processo de hidrodestilacdo durante 2 horas,
em aparelho do tipo Clevenger modificado. O hidrolato foi coletado e
centrifugado a 965,36 g por 5 minutos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA, 2010). Os dleos essenciais (OES)
obtidos foram acondicionados em frascos de vidros e armazenados sob
refrigeracdo e na auséncia de luz, sendo identificados como M1FL, M1FR,
M2FL e M2FR, correspondentes aos 6leos das folhas e frutos de M. alternifolia
e M. quinquenervia, respectivamente.

A identificacdo das espécies vegetais foi realizada pela doutora Mariana
Esteves Mansanares, do Departamento de Biologia da UFLA e as exsicatas
foram depositadas no Herbario ESAL, sob os registros de numeracdo 28289 e

28290 para M. alternifolia e M. quinquenervia, respectivamente.
1.2 Determinagédo da umidade e rendimento das extragdes
Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 250 mL acoplado a

um condensador com coletor Dean-Stark, foram colocados 5 g do material

vegetal com 80 mL de cicloexano. Apés 2 horas, o volume de agua foi medido
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para o calculo do rendimento das extracdes em Base Livre de Umidade
(%p/p BLU) (PIMENTEL et al., 2006).

1.3 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

A avaliagdo qualitativa dos Oleos essenciais foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM -
Shimadzu, modelo QP 5050A). A identificacdo dos constituintes foi realizada
com base na comparacdo dos indices de retencdo da literatura (ADAMS, 2007).
Para o indice de retencdo, foi utilizada a equacdo de Van den Dool e Kratz
(1963) em relacéo a série homdloga de alcanos lineares (NCg-nCyg), fazendo-se
extrapolagdo para Ci9 € Cy. Também foram utilizadas duas bibliotecas do
equipamento NIST107 e NIST21 para a comparacdo dos dados dos espectros.
Na avaliacdo quantitativa, utilizou-se um cromatégrafo gasoso Shimadzu CG-—
17A equipado com detector por ionizacdo de chamas (DIC), sendo a
quantificacdo de cada constituinte obtida por meio de normalizacdo de areas
(%).

A analise dos componentes principais (ACP) foi utilizada na
compreensdo da similaridade entre os Oleos essenciais com relacdo aos seus
contituintes quimicos, utilizando-se o programa Chemoface (NUNES et al.,
2012).

1.4 Avaliacdo da atividade antioxidante
Os O6leos essenciais e os controles positivos BHT (2,6-di-tert-butil-4-

hidroxitolueno) (métodos ABTS, DPPH, B-caroteno/acido linoleico e TBARS),

acido ascorbico (método fosfolibdato) ou manitol (método hidroxil) (reagentes
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Sigma-Aldrich, > 98%) foram avaliados nas concentra¢des de 50, 100, 150, 200,
250, 500 e 750 pg mL ™. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

1.4.1 Método ABTS

O radical é formado pela reagdo da solugdo ABTS™ 7mM com a solugio
de perssulfato de potéassio 2,45mM, incubados a temperatura de 25 °C e ao
abrigo de luz, durante 12-16h (ANTUNES et al., 2010; GUERREIRO et al.,
2013). Ap6s esse periodo, 0,1 mL de 6leo essencial foi adicionado a 1,9 mL da
solugdo do radical ABTS™. A absorbancia foi  monitorada
espectrofotometricamente a 735 nm, durante 6 minutos (Shimadzu 160-UV). A
porcentagem de inibicdo do radical ABTS™ pelas amostras foi calculada de
acordo com a seguinte equacdo: % Efeito de captacdo do radical = [(Acn - Aam) /
Acn] * 100, (Acn = Absorbancia do controle negativo; Aam = Absorbancia da

amostra).

1.4.2 Método DPPH

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,7 mL da solu¢do de DPPH,
seguidos da adicdo de 0,3 mL de cada diluicdo dos 6leos essenciais em metanol
(LOPES-LUTZ et al., 2008; GUIMARAES et al., 2011). Apds 60 minutos,
leituras foram realizadas a 517 nm. A atividade antioxidante (AA%) foi
calculada usando a seguinte equacgéo: AA% = [(Acn — Aamo) / Acn] * 100, (Aamo
= Absorbancia do DPPH com a amostra; Acy = Absorbancia do DPPH com o

metanol).

1.4.3 Radical hidroxil
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Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,05 mL da diluicdo de cada
6leo essencial. Em seguida, 0,1 mL de um mix de solucéo [Fe-EDTA], 0,1 mL
de 2-desoxirribose, 0,68 mL de solu¢do de tampdao monobasico de potassio 0,1
M (KH,PO,, pH 7,4) e 0,1 mL de H,O, 113 mM foram adicionados & mistura, a
qual foi incubada a 37°C durante 2 horas. Posteriormente, 0,5 mL de &cido
tricloroacético e 0,5 mL de acido tiobarbitdrico foram adicionados aos tubos de
ensaio, que foram aquecidos em banho-maria (95°C) durante 10 min. Apds
resfriar até a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 532 nm
(DANDLEN et al.,, 2010; BOULANOUAR et al.,, 2013). A atividade de
inibicdo do radical OHe (1%) foi calculada utilizando a seguinte equagao: I (%) =
[(Acn-Aam) 1 Acn] x 100, (Acy = Absorbancia do controle negativo; Aam =

Absorbéncia da amostra).

1.4.4 Ensaio do p-caroteno/Acido Linoleico

Inicialmente foi preparada uma solu¢do contendo 0,06 mL de acido
linoleico, 600 mg de Tween 20, 6 mg de B-caroteno e 30 mL de cloroférmio.
Todo o cloroférmio foi removido utilizando um evaporador rotatério com um
banho a 50°C (Buchi Rotavapor R 114). Posteriormente, 150 mL de agua
destilada saturada com oxigénio foram acrescidos na mistura sob agitacdo
constante. Em tubos de ensaio, 2,7 mL dessa solucao foram adicionados para 0,3
mL de cada diluicdo dos Gleos essenciais. A absorbancia (470 nm) foi medida
imediatamente e, ap6s 60 minutos de incubacdo a 50°C e ao abrigo de luz
(ANDRADE et al., 2013; LOPES-LUTZ et al., 2008). A atividade antioxidante
(AA%) foi calculada como porcentagem de atividade apos 60 min de incubagéo,
por meio da seguinte equacdo: AA% = [1 - (Aamo - Aam /Acno - Acn] * 100, (Aamo
= Absorbéncia no inicio da incubagdo com a amostra; Aam = Absorbancia depois

de 1 hora de incubagdo com a amostra; Acno = Absorbancia no inicio da
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incubagdo com o etanol; Acy = Absorbancia depois de 1 hora de incubacdo com
o etanol).

1.4.5 Método do TBARS

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 0,5 mL de gema de ovo
homogeneizada em agua (10% p/v) (como fonte de lipideos) e 0,1 mL das
diluicdes dos 6leos essenciais. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL da solucdo
[FeSO,- EDTA] 6mM, 0,1 mL de H,O, e 0,2 mL de agua destilada.
Posteriormente, adicionaram-se 1,5 mL de &cido acético 20% (pH 3,5) e 1,5 mL
de TBA (&cido tiobarbitarico) 0,8% (p/v) em dodecilsulfato de s6dio 1,1% (p/v).
Para o controle negativo, utilizaram-se 0,1 mL de metanol e, para o controle
positivo, utilizou-se o BHT. Essa mistura foi homogeneizada e aquecida por 1 h
em banho-maria a 95°C. Apds o resfriamento das amostras (temperatura
ambiente), foram colocados 2,5 mL de butan-1-ol em cada tubo de ensaio,
seguindo com a centrifugacdo por 10 min a 3000 g. A absorbancia do
sobrenadante foi medida a 532 nm (BOUNATIROU et al., 2007). Todos 0s
valores foram expressos em porcentagem da atividade antioxidante (%AA),
calculados por meio da formula: %AA = [(Acn-Aam) / Acn] % 100, (Acn =

Absorbéancia do controle negativo; Aam= Absorbancia da amostra).

1.4.6 Complexo fosfomolibdénio

Uma aliquota de 0,1 mL das solu¢Bes dos 6leos essenciais diluidos em
etanol foi adicionado em um tubo de ensaio com 1 mL de solucdo de reagente
(&cido sulfurico 0,6 M, 28 mM de fosfato de sodio, molibdato de aménio 4 mM).
Os tubos foram tampados e incubados em um banho-maria a 95°C durante 60

minutos. Apds o resfriamento das amostras, realizou-se a leitura a 695 nm
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(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A capacidade antioxidante foi expressa
em relagdo ao &cido ascorbico.

1.4.7 Andlises estatisticas

Os experimentos foram submetidos a analise de variancia, seguida pelo
Teste F, para verificar o efeito das concentracBes sobre a atividade antioxidante
dos 6leos essenciais e dos padrfes. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial (5 X 7), sendo cinco amostras
analisadas (M1FL, M1FR, M2FL, M2FR e um padrdo: BHT, manitol ou &cido
ascorbico) e sete concentragdes (750, 500, 250, 200, 150, 100, 50 ug mL™), com
trés repeticdes. As analises foram realizadas utilizando o programa Sisvar e, por
meio do teste de média Scott Knott, as médias das atividades antioxidantes
foram comparadas (FERREIRA et al., 2011).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Rendimento e composic¢do quimica dos 6leos essenciais

Os rendimentos dos 6leos essenciais obtidos das folhas e frutos de M.
alternifolia e M. quinquenervia foram de 3,26; 0,26; 0,18 e 0,05% (p/p em Base
Livre de Umidade), respectivamente. Os constituintes quimicos dos o0leos
essenciais (Figura 1), suas porcentagens e indices de retengdo estdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1 Composicdo quimica dos 6leos essenciais das folhas e frutos de
Melaleuca alternifolia e Melaleuca quinquenervia.

Composto IRcal IRlit MI1FL MI1FR M2FL MZ2FR
Isobutil-isobutirato 904 908 - - 0,90 3,37
a-Pineno 929 932 2,72 1,32 61,37 34,49
B-Pineno 970 974 - - 1,53 0,72
a-Felandreno 996 1002 - - 1,59 -
o-2-Careno 1009 1001 5,47 - - -
p-Cimeno 1017 1020 9,84 29,48 3,24 17,99
Limoneno 1021 1024 - - - 1,10
1,8-Cincole 1024 1026 - - 0,05 -
1,8-Cineol 1026 1025 - - - 11,24
Linalol 1095 1092 - - 22,08 13,72
endo-Fenchol 1107 1114 - - - 0,78
exo-Fenchol 1108 1118 - - 0,46 -
6-Canfenol 1119 1111 - - - 1,61
trans-Pinocarveol 1134 1135 - - 1,40 1,79
y-Terpineno 1052 1054 19,30 - - -
Pinocarvona 1158 1160 - - 1,00 -
Borneol 1161 1165 - - - 0,73
Terpinen-4-ol 1177 1174 56,80 61,29 - 2,04
a-Terpineol 1186 1188 2,58 3,62 - 6,93
Mirtenol 1191 1194 - - - 0,84
Total (%) 96,71 95,71 93,62 97,35
IR cal. — Indice calculado; IR lit. — Indice de retencdo da literatura; M1FL- 6leo

essencial das folhas de M. alternifolia; M1FR- 6leo essencial dos frutos de M.
alternifolia; M2FL- 6leo essencial das folhas de M. quinquenervia; M2FR- 6leo
essencial dos frutos de M. quinquenervia.
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Figura 1 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo essencial
das folhas e frutos de M. alternifolia e M. quinaquenervia.
(1) o-pineno; (2) p-cimeno; (3) 1,8-cineol; (4) linalol; (5) v-
terpineno; (6) terpinen-4-ol.

A ACP mostrou que, com a primeira, segunda e terceira
componentes principais, foi possivel descrever 98,89% dos dados, sendo
56,48% da variancia total descrita pela primeira componente principal. Foi
possivel agrupar quimicamente as amostras, de modo a expressar e
evidenciar suas semelhancas e diferencas com relacdo aos constituintes

quimicos (Figura 2).
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Figura 2 Gréfico biplot PC1 x PC2 X PC3 dos loadings e scores para os 6leos
essenciais de duas espécies do género Melaleuca, em relacdo aos
diferentes teores dos seus constituintes quimicos

Por meio da analise dos constituintes quimicos apresentados na Tabela 1
e pela ACP, pdde-se verificar que os 6leos essenciais M1FL e M1FR ficaram
mais proximos, devido a similaridade quanto ao teor do composto terpinen-4-ol.
Entretanto, observou-se que o Oleo essencial M1FL foi influenciado pela
presenga do componente y-terpineno. De forma semelhante, verificou-se que o0s
6leos essenciais M1FR e M2FR ficaram proximos, o que esta relacionado ao
contéudo do composto p-cimeno. Ja a similaridade dos 6leos essenciais M2FR e
M2FL ocorre devido ao teor do constituinte a-pineno.

Esses resultados estdo de acordo com diversos autores, que afirmam

a presenga do terpinen-4-ol como componente majoritario do 6leo essencial
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de M. alternifolia. Pereira et al. (2014) identificaram 27 constituintes no
6leo essencial das folhas dessa espécie coletada em Vigosa-MG/Brasil e
relataram como principais compostos o terpinen-4-ol (42,8%), y-terpineno
(20,4%), p-cimeno (9,6%), a-terpineno (7,9%), 1,8-cineol (3,0%), -
terpineol (2,8%) e o-pineno (2,4%). Ja Mazzarino (2015), avaliando a
composicdo quimica do 6leo essencial de M. alternifolia proveniente de uma
comuna italiana, encontrou 0s mesmos compostos, em proporcdes distintas,
acrescidos de a-terpinoleno, B-pineno, silvestreno e cadineno.

Gbenou et al. (2007), estudando a constituicdo quimica de diferentes
quimiotipos da espécie M. quinquenervia por meio da ACP, observaram a
separacdo dos constituintes em trés grupos: grupo 1 (1,8-cineol 50,0%),
grupo 2 (1,8-cineol 33,0% e viriflorol 32,0%) e grupo 3 (viridiflorol 50,0%).
Resultados similares foram observados por Philippe et al. (2002) que,
analisando o dleo essencial obtido das folhas de M. quinquenervia coletadas
na India, constataram a presenca dos compostos 1,8-cineol (48,0%),
nerolidol (9,0%) e viridiflorol (5,0%). Esses resultados diferem daqueles
obtidos neste trabalho, uma vez que os compostos viridiflorol e nerolidol
ndo foram encontrados nos 6leos essenciais de M. quinguenervia, enquanto
0 composto 1,8-cineol esta presente apenas no 6leo extraido dos frutos.

Apesar de alguns trabalhos relatarem a composicdo quimica do Gleo
essencial de M. alternifolia e M. quinquenervia, nota-se que a maioria se
refere ao 6leo extraido das folhas, sendo escassos os trabalhos com os 6leos
obtidos dos frutos dessas espécies.

As possiveis diferencas qualitativas e quantitativas na composicao
guimica encontrada para esses 6leos, comparadas a outros estudos, podem
ser atribuidas a diversos fatores, como genéticos, ambientais (clima,
sazonalidade, geografia) e modos de extracdo (AFOULOUS et al., 2013).



102

Com relagdo aos fatores genéticos, de acordo com Webb et al. (2013), a
maioria dos genes da via MEP (2-C-metil-D-eritrol-4-fosfato) é corregulada e os
niveis de transcricdo de varios genes dentro dela estdo correlacionados com o
rendimento do 6leo essencial de M. alternifolia. Usando a analise de regressao
maltipla, observou-se que a mudanga na expressao de genes explicou 87% da

variagdo na concentragdo dos monoterpenos foliares presentes na espécie.
2.2 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais
Os valores de atividade antioxidante dos 6leos essenciais das espécies de

Melaleuca com relacédo as suas concentracdes e avaliagdo por distintos métodos

estdo apresentadas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 Atividade antioxidante dos Gleos essenciais das folhas e frutos de
Melaleuca alternifolia e Melaleuca quinquenervia determinada por
meio de diferentes ensaios: (1) ABTS; (2) DPPH; (3)
Fosfomolibdénio. Médias seguidas da mesma letra (letra mindscula
representa a comparacdo dentro de cada tratamento e maidscula, a
comparacdo entre as concentragdes de cada tratamento) ndo diferem

significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-
Knott.
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Figura 4 Atividade antioxidante dos Gleos essenciais das folhas e frutos de
Melaleuca alternifolia e Melaleuca quinquenervia determinada por
meio de diferentes ensaios: (4) Hidroxil; (5) TBARS; (6) Oxidacdo do
sistema [B-caroteno/acido linoleico. Médias seguidas da mesma letra
(letra mindscula representa a comparagdo dentro de cada tratamento e
maiuscula, a comparacdo entre as concentracfes de cada tratamento)
ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo
teste Scott-Knott.
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Comparando-se o0s 6leos essenciais avaliados nas mesmas concentracoes
pelo método ABTS, nota-se que o 6leo extraido das folhas de M. quinquenervia
proporcionou uma maior atividade antioxidante, comparado aos demais (16,7-
23,8%), embora todos tenham apresentado baixa atividade, inferior ao BHT
(38,2-95,9%) (Figura 3). De modo geral, para o ensaio que avalia a atividade
antioxidante pela reducdo do radical estavel DPPH, os 6leos essenciais ndo se
mostraram ativos, uma vez que os compostos hidrocarbdnicos apresentam maior
dificuldade para doar elétrons para estabilizagdo do radical. Esse método mostra-
se mais apropriado para avaliar compostos que possuem a capacidade de doar
hidrogénio, por exemplo (ANDRADE et al., 2013).

Esses efeitos podem estar relacionados a presenca dos compostos
majoritarios a-pineno e linalol, presentes em maiores concentra¢cbes no 6leo
essencial dessas folhas. Sarikurkcua et al. (2015), estudando a composic¢do
quimica e atividade antioxidante de subespécies de Origanum vulgare (subsp.
vulgare e subsp. hirtum), constataram a presenca do composto linalol (96,31%)
na subespécie hirtum (OVH), o qual apresentou fraca atividade antioxidante pelo
método ABTS e ndo apresentou atividade perante o método DPPH.

Os resultados demonstram que as medidas de absorbancia aumentam
com a concentracdo dos Oleos perante a metodologia do fosfomolibdato. Os
6leos essenciais de M. alternifolia apresentaram resultados superiores aos 6leos
de M. quinquenervia a partir da concentracio de 150 pug mL™* e, ao écido
ascorbico, na concentracdo de 500 pg mL™; porém, valores semelhantes obtidos
para 0 composto referéncia na concentracdo de 750 pg mL™. Com relacdo &
atividade equivalente ao acido ascérbico, foram obtidos os valores de 0,84; 1,07;
1,43 e 1,33 ug de AA por ug de OEs das folhas e frutos de M. alternifolia e M.
guinguenervia, respectivamente.

Para o teste da porcentagem de inibi¢do do radical hidroxil, o 0leo

essencial M1FL apresentou maior atividade antioxidante em comparagdo com 0s
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demais 6leos e com o composto manitol (Figura 4), um conhecido sequestrador
de radicais hidroxila (MIR; BHAT; AHANGAR, 2014).

Utilizando-se o ensaio que avalia a atividade antioxidante por meio da
inibicdo da formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), o0s
6leos essenciais, quando avaliados nas mesmas concentracdes, apresentaram
atividades antioxidantes inferiores ao antioxidante sintético BHT. Entre os
6leos, o M1FL apresentou maior atividade antioxidante na concentragdo de 750
ug mL*. Resultados similares foram obtidos na avaliagio da atividade
antioxidante pelo método da oxidac¢@o do sistema B-caroteno/acido linoleico; os
6leos essenciais também apresentaram baixa atividade em comparacdo ao BHT;
entretanto, o 6leo M1FL apresentou maior atividade que os demais (12,5-
44,1%) em todas as concentracOes testadas. Segundo Andrade et al. (2013), os
6leos essenciais ricos em terpenos apresentam melhores valores de atividade
antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico do que pelo método de
DPPH, pelo fato de o primeiro método ser mais especifico para antioxidantes
lipofilicos.

Os resultados descritos demonstram a importancia da utilizacdo de
varios métodos de avaliacdo da atividade antioxidante, pois os diferentes
mecanismos, que sao inerentes a cada metodologia, podem ser acessados pela

rica variedade de compostos presentes em cada 6leo essencial.
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3 CONCLUSAO

Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas de
M. alternifolia foram o p-cimeno (9,84%), y-terpineno (19,30%), terpinen-4-ol
(56,80%). No Oleo dos frutos, foram identificados p-cimeno (29,48%) e
terpinen-4-ol (61,29%) como componentes principais.

O o6leo essencial obtido das folhas de M. quinquenervia apresentou
como constituintes majoritarios os compostos o-pineno (61,37%) e linalol
(22,08%) e, no oleo dos frutos, foram identificados esses mesmos compostos,
mas em proporg¢des distintas: a-pineno (34,49%) e linalol (13,72%), acrescidos
de outros componentes: p-cimeno (17,99%) e 1,8-cineol (11,24%).

O OE das folhas de M. alternifolia apresentou maior atividade
antioxidante perante os méetodos hidroxil e fosfomolibdénio, sendo, juntamente

com o0s demais 6leos, ineficazes para os outros métodos.
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ARTIGO 2

ATIVIDADES ANTITUMORAL E HEMOLITICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DAS FOLHAS E FRUTOS DE Melaleuca alternifolia E

Melaleuca quinquenervia
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RESUMO

O cancer é uma doenca multifatorial que representa uma das maiores
causas de morte no mundo. A pesquisa de produtos naturais constitui uma
estratégia para o desenvolvimento de agentes anticancerigenos. Objetivou-se
neste trabalho avaliar as atividades antitumoral e hemolitica dos 6leos essenciais
(OEs) obtidos das folhas e frutos de Melaleuca alternifolia e Melaleuca
quinguenervia. A extracdo dos dleos essenciais foi realizada pela técnica de
hidrodestilacdo utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado. A atividade
antitumoral foi determinada pelo método do MTS e avaliada sobre diferentes
linhagens de células neoplasicas: adenocarcinoma de pulmdo (A549),
adenocarcinoma de mama (MCF7), carcinoma de figado (HepG2), glioblastoma
(U251-MG) e melanona (HT144). Adicionalmente, para verificacdo da atividade
hemolitica, utilizaram-se dois métodos; em meio liquido e so6lido. Os resultados
mostraram reducgdo de aproximadamente 10% e 11% na viabilidade celular em
culturas HepG2 tratadas com o 6leo essencial dos frutos de M. alternifolia, nas
concentracdes de 100 e 200 pg mL™, respectivamente. Para as culturas tratadas
com o 6leo essencial dos frutos de M. quinquenervia, observou-se viabilidade
celular de 4% na concentracdo de 200 pg mL™. No entanto, n4o foi observada
reducdo na viabilidade celular nas culturas submetidas ao tratamento com os
Oleos essenciais obtidos das folhas. Verificou-se que os Oleos apresentaram
efeito hemolitico perante as duas metodologias, com excecdo dos Oleos
essenciais obtidos das folhas e frutos de M. quinguenervia que, ao serem
avaliados em meio sélido, ndo promoveram a formacdo de halos. Os OEs
apresentaram baixa atividade citotoxica frente as linhagens neoplasicas, mas
apresentaram efeito citotdxico em eritrécitos.

Palavras-chave: Produtos naturais. Eritrocitos. Cancer.
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ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease that is a major cause of death
worldwide. The research on natural products is a strategy for the development of
anticancer agents. The aim of this study was to evaluate the antitumor and
hemolytic activity of essential oils (EOs) obtained from the leaves and fruits of
Melaleuca alternifolia and the fruits of Melaleuca quinquenervia. The extraction
of essential oils was performed through the hydrodistillation technique using the
modified Clevenger apparatus. The antitumor activity was determined by the
MTS method and evaluated on different strains of neoplastic cells: the lung
adenocarcinoma (A549), breast adenocarcinoma (MCF7), liver carcinoma
(HepG2), glioblastoma (U251-MG), and melanoma (HT144) . Additionally, to
verify hemolytic activity two methods were used; in liquid medium and solid
medium. The results presented a reduction of approximately 10 and 11% in
HepG2 cell viability in cultures treated with the essential oil of M. alternifolia
fruits at concentrations of 100 and 200 pug mL™, respectively. In crops treated
with the essential oil from the fruit of M. quinquenervia cell viability was
observed at 4%, with a concentration of 200 ug mL™. However, there was no
reduction in cell viability in crops subjected to treatment with the essential oils
obtained from leaves. It has been found that the oils show hemolytic effects in
both methodologies, but the most essential oils obtained from leaves and fruits
of M. quinguenervia, when assessed on solid media did not promote the
formation of halos. The EOs showed low cytotoxic activity compared to
neoplastic strains but showed cytotoxic effect on red blood cells

Keywords: Natural products. Erythrocytes. Cancer.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma doenca ocasionada por sucessivas mutagdes no material
genético de células, o que pode induzir a desordens nos processos normais de
divisdo célular e provocar um crescimento celular desordenado (REDDY, et al.,
2003). Constitui um problema de salde publica no mundo. No Brasil,
estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de 2030 preveem
aproximadamente 21,4 milhdes de novos casos de céancer e 13,2 milhdes de
mortes, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populacéo,
bem como da redugcdo da mortalidade infantil e das mortes por doengas
infecciosas em paises em desenvolvimento (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, INCA, 2014).

A busca por agentes citotdéxicos mais eficazes continua a ser um ramo
importante na pesquisa de produtos naturais para a descoberta de novas drogas.
Estudos recentes relatam que os Oleos essenciais sdo considerados potenciais
fontes de substancias biologicamente ativas contra o cancer. Greay et al. (2010)
demonstraram a atividade anticancer de M. alternifolia sobre células de
melanoma murino, ressaltando a importancia de estudos sobre a espécie
(GOLFAKHRABADI et al., 2015; CABRAL et al., 2015; MAHMOUDVAND
et al., 2015; TAHERKHANI, 2015).

Contudo, tendo em vista as diversas atividades biologicas dos 6leos
essenciais, sd0 necessarios, entre outros estudos, aqueles que se relacionem aos
aspectos toxicoldgicos, como o0s ensaios hemoliticos, indispensaveis para a
comprovagao cientifica da eficicia terapéutica e seguranca desses produtos para
0 consumo humano.

Nesse sentido, no presente trabalho objetivou-se avaliar a atividade
antitumoral e hemolitica dos 6leos essenciais das folhas e frutos de Melaleuca

alternifolia e Melaleuca quinguenervia.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Coleta do material vegetal e extragdo do 6leo essencial

As espécies M. alternifolia e M. quinquenervia foram coletadas na
Fazenda Guapiara, municipio de Aiuroca-MG. As folhas e os frutos das espécies
foram selecionados e submetidos ao processo de hidrodestilagcdo durante 2 horas,
em aparelho do tipo Clevenger modificado. O hidrolato foi coletado e
centrifugado a 965,36 g por 5 minutos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA, 2010). Os dleos essenciais (OES)
obtidos foram acondicionados em frascos de vidros e armazenados sob

refrigeracdo e na auséncia de luz.

2.2 Atividade antitumoral in vitro

Os testes foram realizados em linhagens celulares derivadas de tumores
humanos: adenocarcinoma de mama (MCF7), carcinoma de figado (HepG2),
adenocarcinoma de pulmdo (A549), glioblastoma (U251-MG), melanona
(HT144). As linhagens A549 e HepG2 foram adquiridas no banco de células do
Rio de Janeiro-RJ. A linhagem U251-MG foi cedida pela profa. Dra. Jaqueline
Carvalho de Oliveira, ao passo gue as linhagens MCF-7 e HT144 foram doadas
pela profa. Dra. Glalcia Maria Machado-Santelli.

As culturas de células foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil). As culturas foram mantidas em estufa a

37°C com atmosfera controlada (95% de ar e 5% de CO,).

2.2.1 Esquema de tratamento
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As células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de
5x10° (A549 e U251-MG), 1x10* (HT144) e 2x10* (MCF7 e HepG2)
célulaspogo. Apos aderéncia (24h), as células foram tratadas por 48 h com os
OEs extraidos das folhas e frutos de M. alternifolia e M. quinquenervia, na
concentracdo de 50 pug mL™ para a observacdo do seu perfil de atividade frente
as diferentes linhagens celulares (COSTA LOTUFO et al., 2010).

Na sequéncia, curvas dose-respostas foram realizadas usando diferentes
concentracdes dos Oleos essenciais sobre a linhagem HepG2 (5, 25, 50, 100 e
200 ug mL™). Os 6leos foram solubilizados em DMSO para a obtencio da
solugdo-estoque (100 mg mL™). A partir dessa solucdo, novas diluicdes foram
realizadas em meio de cultura. A concentracdo final de DMSO néo ultrapassou
0,5 % (V).

2.2.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico (MTS)
utilizando o Kit CellTiter 96TM da Promega®, comparando-se os valores de
absorbéncia entre amostras tratadas com os valores de absorbancia obtidos nas
amostras controles, lidas a 490 nm (% Viabilidade celular = (AbSamostra X
100YAbscontroe) (CORY et al.,, 1991; MOSMANN, 1983). Os experimentos
foram realizados em triplicata e os dados sdo apresentados como média *

desvio-padréo.

2.2.3 Andlise estatistica
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Foi aplicado teste de variancia ANOVA e Pos-teste Scott-Knott. As
diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a
0,05 (p<0.05). A anélise foi realizada pelo software GraphPad Prism.

2.2 Atividade hemolitica em meio isotbnico

A avaliacdo da atividade hemolitica dos 0Oleos essenciais foi realizada
ap6s aprovacio dos protocolos de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos (COEP) da UFLA (CAAE: 42467115.6.0000.5148).

O sangue de um doador voluntario foi coletado em tubos Vacutainer®
contendo heparina sddica. A suspensdo de eritrocitos foi centrifugada por 5
minutos a 900 g (centrifuga Fanem Baby®I Modelo 206 BL). O plasma foi
removido e as células vermelhas foram suspensas em soluc¢do salina tamponada
em fosfato (PBS) 5 mM, pH 7,4, sendo novamente centrifugadas nas mesmas
condi¢Bes. As hemécias [100% de hematdcrito (Ht)] foram diluidas para o
hematocrito de 0,15% (MALHEIROS, MEIRELLES, DE PAULA, 2000;
PRETE et al., 2011).

Aliquotas da suspensédo de eritrdcitos (Ht 0,15%) em solucédo isotdnica
(PBS) foram acrescidas com os 6leos essenciais nas diferentes concentracdes (5,
15, 30, 50 e 100 pg mL™) e incubadas por 60 minutos a 37 °C. Decorrido esse
periodo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 g e a
concentracdo de hemoglobina no sobrenadante foi  determinada
espectrofotometricamente a 412 nm (Shimadzu UV-160 1 PC).

O efeito hemolitico (% de hemolise) foi acompanhado medindo a
concentragdo de hemoglobina no sobrenadante, de acordo com a equacdo: %
hemolise = (ArAd/Ax-A)X100, A, Aa € A, sdo, respectivamente, as
absorbancias da amostra, dos controles c1 (eritrocitos em PBS) e c2 (eritrocitos

em agua destilada) em 412 nm.
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A avaliacdo dos controles contendo apenas o solvente utilizado para a
diluicdo dos 6leos [DMSO 1,0 % (v4)] também foi realizada.

2.3 Atividade hemolitica em meio solido

A atividade hemolitica em meio solido foi avaliada utilizando
metodologia descrita por Wang, Shih e Huang (2004). Foram adicionados, em
orificios feitos nos géis, 5 pL das solucbes dos Oleos essenciais nas
concentracdes de 25, 50, 100, 200, 400 pg mL™ e 20 pg da peconha Crotalus
durissus terrificus (controle indutor de hemolise). As placas permaneceram por
um periodo de 16h em camara de cultivo celular a 37°C. A avaliacdo da
atividade hemolitica foi realizada pela medida do diametro do halo formado

(mm).

2.4 Analise estatistica aplicada nos testes de hemolise em meio sélido e meio

liquido

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 4 x 5 (4 6leos essenciais e 5 concentracdes, com 3
repeticdes e uma testemunha como tratamento adicional (hemdlise em meio
sélido). O programa estatistico utilizado foi o Sisvar, sendo 0s dados submetidos
a analise de variancia e as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antitumoral in vitro dos 6leos essenciais extraidos das folhas
e frutos de M. alternifolia e M. quinquenervia foi avaliada sobre diferentes
linhagens celulares. Inicialmente, os O¢leos foram avaliados em uma
concentracdo de 50 ug mL™ Os resultados mostraram que ndo houve uma
reducdo significativa da viabilidade nas culturas tratadas com os 6leos essenciais
por 48h. Contudo, a linhagem HepG2 foi selecionada para verificar o possivel
efeito concentracdo-dependente dos Oleos, por apresentar a maior reducdo de
viabilidade para 3 dos 6leos avaliados em relacdo as demais linhagens.

Os resultados mostraram reducdo de aproximadamente 10% e 11% na
viabilidade celular em culturas HepG2 tratadas com o 6leo essencial dos frutos
de M. alternifolia nas concentracdes de 100 e 200 pg mL™, respectivamente.
Para as culturas tratadas com o 6leo essencial dos frutos de M. quinquenervia,
observou-se viabilidade celular de apenas 4% na concentracdo de 200 pg mL™.
No entanto, ndo foi observada reducdo na viabilidade celular nas culturas
submetidas ao tratamento com o 6leo essencial das folhas de M. alternifolia e M.
quinguenervia.

Pereira et al. (2014), estudando o potencial citotéxico do OE das folhas
de M. alternifolia nas concentracdes de 95, 182 e 365 pg mL™, ndo observaram
aumento nas frequéncias basais de micronicleos e de aberraches
cromossdmicas. Dentro das limitagcBes do estudo, os resultados demonstraram
que o 6leo ndo é genotdxico para linfécitos humanos cultivados in vitro, o que
reafirma a baixa citotoxidade do 6leo essencial em sua totalidade, destacando a
necessidade de novos estudos que avaliem seus constituintes isoladamente.

Em contrapartida, estudos de Calcabrini et al. (2004) avaliando a
inibicdo do crescimento de células de melanoma humano (M14 WT) na presenca

do dleo essencial de M. alternifolia e do composto terpinen-4-ol, ambos nas



121

concentracdes de 0,005 a 0,03%, constataram a inducdo de apoptose. Os autores
sugerem que a acdo do 6leo e do composto terpinen-4-ol ocorreu mediante a
interacdo deles com a membrana plasmatica e com uma subsequente
reorganizacdo dos lipideos da membrana, cujo mecanismo pode ser distinto
quando esses compostos sdo avaliados sobre a linhagem HepG2.

Jin et al. (2010) demonstraram que o composto a-pineno, componente
majoritario do OE das folhas de M. quinquenervia, desencadeou estresse
oxidativo e ativacdo de vias de sinalizagdo relacionados em células tumorais
A549 e HepG2. Os valores de Clsy do composto relacionados a reducdo da
viabilidade celular foram de 250 e 203 pg mL™ para as respectivas linhagens.

Doll-Boscardin et al. (2012), estudando a citotoxicidade dos OEs
extraidos das folhas jovens e adultas de Eucalyptus benthamii e de compostos
isolados contra células Hela derivadas de cancer cervical, observaram que 0s
6leos essenciais apresentaram 1Cs, de 84,24 e 110,02 ug mL™ (24 horas) e
120,57 e 101,90 pg mL™ (72 horas), respectivamente. Entretanto, verificaram
que os constituintes a-pineno, y-terpineno e terpinen-4-ol, também encontrados
nas espécies de Melaleuca, ndo apresentaram efeito sobre essa linhagem celular.

A Figura 1 apresenta o efeito dos Gleos essenciais em eritrocitos integros
(Ht 0,15%), sob condi¢Bes de osmolaridade e pH fisioldgicos (PBS e pH 7,4).
Para os quatro tratamentos, observa-se que 0 aumento na concentracdo do 6leo
essencial promoveu uma potencializacdo da atividade hemolitica. Em baixas
concentragdes, o 6leo das folhas (5, 15 e 30 pg mL™) e frutos (5 e 15 ug mL™)
de M. alternifolia ndo ocasionou a lise; entretanto, o 6leo essencial extraido das
folhas e frutos de M. quinquenervia, mesmo nas menores concentracoes,
apresentou efeito hemolitico. Nas concentragfes mais altas, ocorre a lise total da
célula e a subsequente liberacdo da hemoglobina. Entretanto, ndo foi observado
dano oxidativo dessa metaloproteina nas concentragOes testadas. Embora os

Oleos essenciais tenham apresentado baixa reducdo da porcentagem de células
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vidveis, eles apresentaram toxicidade sobre eritrocitos, mesmo em baixas

concentracgdes, uma vez que foram avaliados isolados e em suspenséo salina.
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Figura 1 Porcentagem de hemélise promovida por diferentes concentragdes dos
6leos essenciais das folhas e frutos de M. alternifolia e M.
quinquenervia sobre eritrocitos integros (Ht 0,15%). Médias seguidas
da mesma letra (letra mindscula representa a comparagdo dentro de
cada tratamento e maiuscula, a comparacdo entre as concentraces de
cada tratamento) ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Scott-Knott.

A atividade hemolitica dos Oleos essenciais pode ser decorrente da
lipofilicidade de alguns constituintes quimicos. A membrana eritrocitaria
compreende uma dupla camada lipidica, sendo constituida por proteinas
integrais e carboidratos. Por possuir uma composi¢cdo lipidica elevada, a
membrana do eritrécito pode interagir com compostos lipofilicos, como os 6leos
essenciais, tornando-a mais permeavel e promovendo sua hemolise. Ja 0s
compostos de carater ndo lipofilico podem interagir com proteinas da membrana
(BAKKALI et al., 2008).

Os resultados encontrados nesse teste conduzem a uma avaliacdo
preliminar da toxicidade dos OGleos essenciais das folhas e frutos de M.

alternifolia e M. quinquenervia. Entretanto, de acordo com os valores de
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referéncia do eritrograma em adultos, para homens e mulheres, a porcentagem
de hematdcrito varia entre 40%-52% e 36%-48%, respectivamente, e, no teste
realizado, utilizou-se hematécrito 0,15% (HOFFBRAND; MOSS, 2013).
Ressalta-se que os 6leos essenciais poderdo apresentar um comportamento
distinto nas condicgdes in vivo, devendo-se considerar a presenca de diversas
células, moléculas e condices fisico-quimicas inerentes a esse ambiente.
Pbde-se observar no ensaio de hemolise em meio sélido que os 6leos
essenciais das folhas e frutos de M. alternifolia apresentaram atividade
hemolitica nas concentracdes de 200 e 400 pg mL™, enquanto os 6leos obtidos
das folhas e frutos de M. quinquenervia ndo promoveram a formacao de halos no
meio, em comparacdo ao controle, nas concentracGes testadas, como

apresentado na Figura 2.
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Figura 2 Diametro dos halos formados promovida por diferentes concentragdes
dos Oleos essenciais das folhas e frutos de M. alternifolia e M.
quinguenervia em meio s6lido. Médias seguidas da mesma letra (letra
mindscula representa a comparacdo dentro de cada tratamento e
maiuscula, a comparagdo entre as concentragbes de cada tratamento)
ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo
teste Scott-Knott.
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As fosfolipases, componentes da peconha crotélica (controle), catalisam
a hidrdlise dos fosfolipideos que compdem as membranas celulares, induzindo a
hemdlise. Entretanto, embora os constituintes dos oOleos também possam
interagir com os componentes lipidicos das membranas, observou-se que 0s
testes de hemdlise em meio liquido e em meio solido apresentaram resultados
distintos. Dessa forma, é importante ressaltar que 0 meio e a concentragdo de
hematdcritos sdo fatores essenciais e podem ser responsaveis pelas variacfes na

atividade hemolitica.
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4 CONCLUSAO

Os OEs apresentaram baixa atividade citotoxica frente a linhagem
HepG2, mas apresentaram efeito citotoxico em eritrdcitos, células comumente
afetadas pelo tratamento com antineoplésicos. Os 6leos das folhas e frutos de
Melaleuca alternifolia apresentaram efeito hemolitico perante as duas
metodologias. Ja os Oleos obtidos das folhas e frutos de M. quinquenervia

apresentaram atividade somente em meio liquido.
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ARTIGO 3

OLEO ESSENCIAL DE Backhousia citriodora: ENSAIOS
ANTIOXIDANTES, HEMOLITICOS, CITOTOXICO E ANTITUMORAL
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RESUMO

Substancias extraidas de plantas podem constituir modelos moleculares
para o desenvolvimento de novos compostos com potencial antioxidante e/ou
antitumoral. Objetivou-se neste estudo caracterizar quimicamente e avaliar as
atividades antioxidante, hemolitica e antitumoral do 6leo essencial de folhas de
Backhousia citriodora. O Oleo essencial foi obtido pela técnica de
hidrodestilacdo, utilizando o aparelno de Clevenger modificado, sendo
posteriormente, analisado por GC/EM e GC-DIC. A atividade antioxidante foi
avaliada pelos métodos ABTS, DPPH, fosfomolibdénio e TBARS. A
citotoxicidade do 6leo foi avaliada pelo método MTS, utilizando-se linhagens de
células tumorais (A549, HepG2, HT144, MCF7 e U251-MG) e células normais
(CCD-1059Sk). A frequéncia de células apoptéticas foi analisada por
microscopia de fluorescéncia; as alteracbes morfolGgicas por microscopia de
contraste e o contetdo de DNA, nas diferentes fases do ciclo celular, por
citometria de fluxo. O dleo essencial apresentou como constituinte majoritario o
citral (91,19%). Observou-se elevada reducdo de células vidveis nas culturas
A549, HepG2 e HT144, utilizando as concentracdes de 50 e 100 pg mL™ do
6leo essencial. Pelos métodos da captura do radical livre DPPH e redugdo do
cation-radical ABTS, o 6leo essencial ndo apresentou atividade antioxidante, na
faixa das concentracGes utilizadas. No entanto, o 6leo em estudo mostrou-se
eficiente ao se utilizar os métodos TBARS (47,9 a 56,3%) e fosfomolibdénio
(0,81 pg pg™ de acido ascorbico). No teste de hemélise em meio liquido, o 6leo
essencial nas concentracdes de 50 e 100 pg mL™, apresentou efeito hemolitico
(55 e 97%). No teste em meio solido, o 6leo apresentou atividade hemolitica
apenas nas concentracdes de 200 e 400 ug mL™. O 6leo essencial induziu
alterac@es significativas na distribuicdo das células de linhagens neoplasicas nas
diferentes fases do ciclo celular, somadas a um aumento de células apoptéticas e
alteracBes morfoldgicas. Assim, os resultados obtidos ampliam a caracterizacdo
farmaco-toxica do 6leo essencial de B. citriodora.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Cancer. Eritrocitos. Citral.
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ABSTRACT

Substances extracted from plants can provide molecular models for the
development of new compounds with antioxidant and/or antitumor potential.
This study aimed to characterize chemically and evaluate the antioxidant,
hemolytic and antitumor activity of essential oil from Backhousia citriodora
leaves. The essential oil was obtained through hydrodistillation technique, using
a modified Clevenger apparatus, being later analyzed through GC/MS and GC-
FID. The antioxidant activity was evaluated through the methods ABTS, DPPH,
phosphomolybdenum and TBARS. The oil cytotoxicity was evaluated through
MTS method using tumor cell lines (A549, HepG2, HT144, U251-MG, and
MCF7) and normal cells (CCD-1059Sk). The frequency of apoptotic cells was
analyzed by fluorescence microscopy; morphological changes in contrast
microscopy and their DNA content in the many phases of the cell cycle by flow
cytometry. The essential oil presented as major constituent citral (91.19%).
There was a high reduction in viable cells in cultures A549, HepG2 and HT144
using concentrations of 50 and 100 pug mL™ of the essential oil. Through the
methods of capturing the free radical DPPH and reduction of ABTS cation
radical, the essential oil showed no antioxidant activity in the range of
concentrations used. However, the oil under study proved efficient when using
the TBARS methods (the 47.9 56.3%) and phosphomolybdenum (0.81 pg pg™
ascorbic acid). The hemolysis test in liquid medium, the essential oil in
concentrations of 50 and 100 pg mL™ in isotonic physiological conditions of
osmolarity and pH to 0.15% hematocrit, showed a hemolytic effect (55% and
97%). In the test on solid medium, the oil showed hemolytic activity only at
concentrations of 200 and 400 pug mL™. The essential oil induced significant
changes in the distribution of neoplastic cell lines in different phases of the cell
cycle, along with an increase of apoptotic cells and morphological changes.
Thus, the results extend the toxic-drug characterization of the essential oil from
B. citriodora.

Keywords: Oxidative stress. Cancer. Erythrocytes. Citral.
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1 INTRODUCAO

Estudos descrevem a participacdo do estresse oxidativo em diversas
doengas, como o cancer. Inimeras vias de sinalizacdo intracelulares ligadas a
doenca sdo reguladas por espécies reativas de oxigénio (EROs), mas ainda
pouco se sabe como evitar os danos causados pelo seu excesso. A inter-relacdo
do estresse oxidativo com a epigenética também é de grande interesse, ja que
ambos parecem estar intimamente conectados com processos de progressdo
tumoral. Ha, certamente, um grande campo a ser estudado, no que se refere a
uma melhor compreensao de todos 0s mecanismos reguladores e regulados pelo
estresse oxidativo e sua possivel aplicacdo em prevencao, diagndstico precoce e
tratamento do cancer. (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

As plantas, normalmente, sdo capazes de produzir compostos
antioxidantes para controlar o estresse oxidativo causado pela radiacdo solar e
oxigénio atmosférico. Dessa forma, os produtos naturais podem representar
fontes promissoras de compostos que apresentem propriedades antioxidantes e,
consequentemente, atuarem na prevencao e tratamento do cancer.

Existem muitos exemplos de farmacos que foram produzidos por meio
de fontes naturais, como a vimblastina e a vincristina, utilizados nos tratamentos
contra o cancer (CRAGG; NEWMAN, 2005). Contudo, a alta toxicidade desses
compostos e a resisténcia comumente observada em alguns tipos de tumores tém
motivado a busca por novas propostas terapéuticas.

O citral, constituinte majoritario do Oleo essencial de Backhousia
citriodora (murta-limao), é citado como sendo o responsavel pelas atividades
atribuidas ao 6leo, ja que apresenta atividades farmacol6gicas, como efeito anti-
inflamatdrio sinérgico, em associagdo com naproxeno (ORTIZ et al., 2010),
efeito antitumoral (NEGRELLE; GOMES, 2007) e antinociceptivo quando
administrado via oral (NISHIJIMA et al., 2014), podendo a espécie B. citriodora
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apresentar uma significativa atividade antitumoral devido a presenca do
monoterpeno citral.

Além da elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas e seus
mecanismos de acdo, faz-se necessdria a ampla prospeccdo dos aspectos
toxicoldgicos e farmacoldgicos para comprovar a eficacia terapéutica e a
seguranca de uso desses compostos.

Os objetivos neste trabalho foram avaliar as atividades antioxidante,

hemolitica, citotdxica e antitumoral do 6leo essencial de B. citriodora.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal e extragdo do 6leo essencial

A espécie Backhousia citriodora foi coletada no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG/Brasil, e
encaminhada para o Laboratério de Quimica Organica- Oleos Essenciais do
Departamento de Quimica da UFLA. As folhas foram selecionadas e submetidas
ao processo de hidrodestilacdo durante 2 horas, em aparelho do tipo Clevenger
modificado. O hidrolato foi coletado e centrifugado a 965,36 g por 5 minutos.
Posteriormente, o 6leo essencial foi retirado, acondicionado em frasco de vidro
envolto com papel-aluminio e armazenado sob refrigeracdo (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA, 2010).

A identificacdo da espécie foi realizada pela doutora Mariana Esteves

Mansanares, do Departamento de Biologia da UFLA.

2.2 Determinacdo da umidade e rendimento das extracdes

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 250 mL, acoplado a
um condensador com coletor graduado Dean-Stark, foram colocados 5 g do
material vegetal com 80 mL de cicloexano. Ap6s 2 horas, o volume de agua foi
medido para o calculo do rendimento das extragdes em Base Livre de Umidade
(%p/p BLU) (PIMENTEL et al., 2006).

2.3 Caracterizacgdo quimica do 6leo essencial

A anélise quantitativa e a identificagdo dos constituintes do oOleo

essencial foram realizadas na Universidade Federal de Sergipe (UFS).
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A andlise quantitativa foi realizada utilizando-se um cromatografo
gasoso equipado com detector de ionizacdo de chamas (DIC) Shimadzu GC-
17A, sob as seguintes condigfes operacionais: coluna capilar de silica fundida
ZB-5MS (5% dimetilpolisiloxano) com 30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um de filme,
usando He como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL min™. A temperatura foi
mantida a 50°C por 2 min, depois aumentada 4°C min™, até atingir 200°C. Em
seguida, aumentada 15°C min™, até atingir 300°C, mantendo-se essa temperatura
constante por 15 min; a temperatura do injetor foi 250°C e a temperatura do
detector (ou interface), de 280°C. Foi injetado um volume de 0,5 pL da diluicdo
do 6leo essencial em acetato de etila.

A andlise qualitativa foi realizada em cromatdégrafo a gas acoplado a
espectrometro de massa CG/EM (Shimadzu, modelo QP 5050A), equipado com
coluna capilar de silica fundida (J&W Scientific) 5%-fenil-95%-
dimetilpolisiloxano de 30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um de filme, usando He como
gas de arraste, com fluxo de 1,2 mL min™. As condicdes cromatogréficas da
analise foram as mesmas utilizadas para CG/DIC. As condi¢des do EM foram
detector de captura ibnica operando por impacto eletronico e energia de impacto
de 70 e V; velocidade de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos s e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da. Utilizou-se
também, para a identificacdo dos constituintes, a comparacao de seus indices de
retencdo com os da literatura (ADAMS, 2007). O indice de retencdo foi
calculado empregando-se a equacdo de Van den Dool e Kratz (1963) em relacao
a uma série homologa de n-alcanos (nCy-nCyg). Também foram utilizadas duas
bibliotecas, NIST107 e NIST21, que permitem a compara¢do dos dados dos

espectros com aqueles existentes nas bibliotecas.

2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante
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Os 06leos essenciais e os antioxidantes sintéticos BHT (2,6-di-tert-butil-
4-hidroxitolueno) ou éacido ascorbico foram avaliados nas concentragbes de
50, 100, 150, 200, 250, 500 e 750 pg mL ™. Todas as leituras foram realizadas
em triplicata.

2.4.1 Método ABTS

A formacdo do cation radical ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-
6-acido sulfonico]) foi realizada de acordo com Antunes et al. (2010) e
Guerreiro et al. (2013). O radical é formado pela reagdo da solucio ABTS™
7mM com a solucdo de perssulfato de potassio 2,45 mM, incubados a
temperatura de 25°C e no abrigo de luz, durante 12-16h. Ap6s esse periodo, 100
pL de dleo essencial foram adicionados a 1900 uL da solugdo do radical
ABTS™. A absorbancia foi monitorada espectrofotometricamente a 735 nm,
durante 6 min (Shimadzu 160-UV). A absor¢do de uma amostra contendo a
mesma quantidade de etanol ¢ uma solu¢do do radical ABTSe+ atuaram como
controle negativo e, como controle positivo, utilizou-se o BHT. A porcentagem
de inibigdo do radical ABTSe+ pelas amostras foi calculada de acordo com a

seguinte equacao:
% Efeito de captacéo do radical = [(Acn - Aam) / Acn] * 100
Em que:
Acn = Absorbancia do controle negativo

Aam= Absorbancia da amostra

2.4.2 Método DPPH
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A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro
dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo
com as metodologias de Lopes-Lutz et al. (2008) e Guimardes et al. (2011),
seguidas de pequenas modificagdes. Uma solucdo metandlica de DPPH foi
preparada na concentracio de 40 ug mL ™. Para a avaliacdo, 2,7 mL da solucéo
de DPPH foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adicdo de 0,3 mL
de cada diluigdo do 6leo essencial em metanol. Em paralelo, o controle negativo
foi preparado contendo todos os reagentes, exceto o 6leo essencial. Utilizou-se
como controle positivo o BHT. Ap6s 60 minutos, leituras foram realizadas
utilizando o espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 1PC) no comprimento de
onda de 517 nm. A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a

seguinte equacao:

AA% = [(Acn — Aamo) / Acn] * 100

Em que:
Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.

Acn = Absorbancia do DPPH com o metanol.

2.4.3 Método do TBARS

Em um tubo de ensaio, foi adicionado 0,5 mL de gema de ovo
homogeneizada em agua (10% p/v) (como fonte de lipideos) e 0,1 mL das
diluicBes do 6leo essencial. Em seguida, adicionaram-se 0,1 mL da solucéo
[FeSO,- EDTA] 6mM, 0,1 mL de H,O, e 0,2 mL de &gua destilada.
Posteriormente, adicionaram-se 1,5 mL de &cido acético 20% (pH 3,5) e 1,5 mL
de TBA (4cido tiobarbitdrico) 0,8% (p/v) em dodecilsulfato de sédio 1,1% (p/v).

Para o controle negativo, utilizou-se 0,1 mL de metanol e, para o controle
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positivo, utilizou-se o BHT. Essa mistura foi homogeneizada e aquecida por 1 h
em banho-maria a 95 °C. Ap6s o resfriamento das amostras (temperatura
ambiente), colocaram-se 2,5 mL de butan-1-ol em cada tubo de ensaio e
centrifugou-os por 10 min a 3000 g. A absorbancia do sobrenadante foi medida a
532 nm (Bounatirou et al., 2007). Todos os valores foram expressos em
porcentagem da atividade antioxidante (%AA), calculados por meio da férmula:
%AA = [(Acn-Aam) 1 Acn] % 100, (Acy = Absorbancia do controle negativo; Aam

= Absorbancia da amostra).

2.4.4 Complexo fosfomolibdénio

Uma aliquota de 0,1 mL das solucdes dos 6leos essenciais diluidos em
etanol foi adicionado em um tubo de ensaio com 1 mL de solu¢do de reagente
(&cido sulfdrico 0,6 M, 28 mM de fosfato de sédio, molibdato de aménio e 4
mM). Os tubos foram tampados e incubados em um banho-maria a 95°C durante
60 min. Apds o resfriamento dos tubos de ensaio, realizou-se a leitura a 695 nm
versus um branco (solucdo contendo 1 mL da solugdo do reagente e 0,1 mL de
etanol) (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A capacidade antioxidante foi

expressa em relacdo ao acido ascorbico.

2.4.5 Andlises estatisticas

Os experimentos foram submetidos a analise de varidncia, seguida pelo
Teste F, para verificar o efeito das concentragdes sobre a atividade antioxidante
do Oleo essencial e do padrdo. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial (2 X 7), sendo duas amostras analisadas
(BK e um antioxidante sintético: BHT ou acido ascdrbico) e sete concentragdes
(750, 500, 250, 200, 150, 100, 50 pg mL™Y), com trés repeticGes. As analises



139

foram realizadas utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2011) e, por meio
do teste de média Scott Knott, as médias das atividades antioxidantes foram
comparadas.

2.5 Atividade hemolitica em meio isotbnico

A avaliacdo da atividade hemolitica do 6leo essencial foi realizada no
Laboratério de Bioquimica (DQI/UFLA), ap6s aprovacdo dos protocolos de
pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (COEP) da
UFLA (CAAE: 42467115.6.0000.5148).

O sangue de um doador voluntario foi coletado em tubos Vacutainer®
contendo heparina sédica.

A suspensdo de eritrocitos foi centrifugada por 5 minutos a 900 g. O
plasma foi removido e as células vermelhas foram ressuspensas em tampéo
fosfato (PBS) 5 mM, pH 7,4, sendo novamente centrifugadas nas mesmas
condicBes. Apds trés repeticbes desse processo, obteve-se um concentrado de
hemécias que foi mantido sob refrigeracdo (4°C). Esse concentrado de hemacias
[100% de hematocrito (Ht)] foi diluido para o hematéerito de 0,15%
(MALHEIROS; MEIRELLES; DE PAULA, 2000; PRETE et al., 2011).

A suspensdo de eritrocitos (Ht 0,15%) em solucdo isoténica (PBS) foi
acrescida com o 6leo essencial nas diferentes concentracdes (5, 15, 30, 50 e 100
pg mL™) e incubada por 60 minutos a 37°C. Decorrido esse periodo, as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 g e a concentra¢do de hemoglobina no
sobrenadante foi determinada espectrofotometricamente a 412 nm (Shimadzu
UV-160 1 PC). Foram realizadas medidas em triplicatas para cada concentracdo
do 6leo essencial e também para os controles: cl, eritrocitos em PBS (controle
de hemélise mecanica) e c2, eritrocitos em agua destilada (controle de hemélise
total) (PRETE et al., 2011).
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O efeito hemolitico (% de hemolise) foi acompanhado medindo a
concentracdo de hemoglobina no sobrenadante, de acordo com a equagdo

abaixo:
% hemdlise= _A, - A3 x 100
ACZ - Acl
Em que:

As A e Ap s80 respectivamente as absorbancias da amostra, dos

controles c1 e c2 em 412 nm.

2.5.1 Andlise estatistica

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com 3 repeticbes. O programa estatistico utilizado foi o  Sisvar
(FERREIRA, 2011), sendo os dados submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Os resultados foram plotados em graficos de barras com os valores de
porcentagem de hemdlise em relacdo as concentracdes analisadas, empregando o

software GraphPad Prism versdo 5.01.

2.5.2 Atividade hemolitica em meio sélido

A atividade hemolitica em meio solido foi avaliada utilizando
metodologia descrita por Wang, Shih e Huang (2004). Foram adicionados, em
orificios feitos nos géis, 5uL das solugbes dos Oleos essenciais nas
concentracdes de 25, 50, 100, 200, 400 pg mL™ e 20 pg da peconha Crotalus
durissus terrificus (controle indutor de hemolise). As placas permaneceram por

um periodo de 16h em camara de cultivo celular a 37°C. A avaliagdo da
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atividade hemolitica foi realizada pela medida do diametro do halo formado

(mm).

2.6 Ensaio antitumoral e citotdxico in vitro

A avaliagdo das atividades antitumoral e citotdxica do dleo essencial de
B. citriodora foi realizada no Laboratério de Biologia Animal Integrativa
(LABAInt), Departamento de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL).

2.6.1 Linhagens celulares e condiges de cultivo

Os testes foram realizados em linhagens celulares derivadas de tumores
humanos: adenocarcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de figado (Hep G2),
adenocarcinoma de pulmdo (A549), glioblastoma (U251-MG), melanona
(HT144) e em células normais de fibroblastos de pele (CCD-1059Sk). As
linhagens A549, Hep G2 e CCD-1059Sk foram adquiridas no banco de células
do Rio de Janeiro-RJ. A linhagem U251-MG foi cedida pela profa. Dra.
Jagueline Carvalho de Oliveira, ao passo que as linhagens MCF-7 e HT144
foram doadas pela profa. Dra. Glaucia Maria Machado-Santelli.

As culturas de células foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma, CA, EUA) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil). As culturas foram mantidas em estufa a

37°C com atmosfera controlada (95% de ar e 5% de CO,)

2.6.2 Esquema de tratamento
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As células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de
5x10° (A549 e U251-MG), 1x10* (HT144) e 2x10* (MCF-7 e Hep G2)
célulaspogo. Apods aderéncia (24h), as células foram tratadas por 48 h com o
6leo essencial na concentracdo de 40 ug mL™ para a observacéo do perfil de sua
atividade frente as diferentes linhagens celulares.

Na sequéncia, curvas dose-resposta foram realizadas usando diferentes
concentracBes do Oleo essencial sobre as linhagens A549, HepG2, HT144 e
células normais de CCD-1059Sk (5, 10, 25, 50 e 100 pg mL™). O 6leo foi
solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) para a obtencdo da solucdo-estoque
(100 mg mL™). A partir dessa solucdo, novas diluices foram realizadas em

meio de cultura. A concentracdo final de DMSO n&o ultrapassou 0,5 % (vv).

2.6.3 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico (MTS)
utilizando o Kit CellTiter 96TM da Promega®. Esse ensaio baseia-se na
conversao do sal brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetraz6lio)] (MTS)  (amarelo) em
formazano (marrom-acastanhado), via enzimas desidrogenases presentes na
mitocéndria de células viaveis.

A guantidade produzida de formazano, um composto solivel em meio
de cultura gue absorve luz a 490 nm, é diretamente proporcional ao nimero de
células vivas (CORY et al., 1991). A viabilidade foi determinada comparando-se
os valores de absorbancia entre amostras tratadas com os valores de absorbancia
obtidos nas amostras-controles. Os experimentos foram realizados em triplicata,
repetidos duas vezes e os dados estdo apresentados como média + desvio-padrao
e mediante ao calculo do ICsy (concentracdo requerida para reduzir em 50% a

proliferacdo celular).
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% Viabilidade celular = (AbSamestra X L00YAbScontrole

2.6.4 Andlise do ciclo celular

As células foram plagueadas em placas de 24 pogcos com inéculo de
8x10* (A549) e 1x10° (HepG2 e HT144). Apds 24 horas de aderéncia, as células
foram tratadas com 6leo essencial nas concentracdes de 25 e 50 pug mL™ por 24 e
48 horas. Ap6s o tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica
e transferidas para tubos Falcon. As células foram fixadas com etanol gelado e
mantidas a 8°C. Apo6s centrifugacdo (900 g por 5 minutos), o pellet formado foi
lavado com PBSA (acido 2-fenilbenzimidazol-5-sulfonico) e, posteriormente,
foi ressuspenso em uma solucdo contendo 15 pL de iodeto de propideo (300 pg
mL™), 15 pL de RNAse (10 mg mL™) e 20 pL de PBSA. As amostras foram
incubadas por 30 min, ao abrigo da luz. Em seguida, adicionaram-se 150 uL de
PBSA e as amostras foram adicionadas a placa de leitura e analisadas no
citdbmetro de fluxo (Guava EasyCyte 8HT, Millipore), utilizando-se o software
GuavaSoft 2.7 (ZANIN et al., 2015).

2.6.5 Teste Tunel

As células foram plagueadas em placas de 24 pogos com indculo de
8x10* (A549) e 1x10° (HepG2 e HT144). Apds 24 horas de aderéncia, as células
foram tratadas com dleo essencial nas concentracdes de 25 e 50 ug mL™ por 24
horas. Apds o tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica e
transferidas para tubos Falcon. Apos centrifugacdo (900 g por 5 minutos), o
pellet formado foi homogeneizado com PBSA. As células foram entdo fixadas
com 50 pL de paraformaldeido 4% por 30 minutos a 8°C. Em seguida, ap6s

centrifugacdo, o pellet formado foi ressuspenso em etanol 70% gelado e
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armazenado a -20°C por, no minimo, duas horas. As amostras foram lavadas
com 200 pL de “Washing Buffer” (duas vezes), centrifugadas e o pellet foi
ressuspenso em 25 L de DNA “Labeling Mix”. As amostras foram incubadas
por 1 hora, em banho-maria a 37°C, protegidas da luz. Em seguida, adicionaram-
se 200 pL de “Rinsing Buffer” e, apds centrifugacgdo, o pellet foi ressuspenso em
50 pL de “Anti-BrdU Staining”. Apo6s incubacdo por 30 min & temperatura
ambiente, adicionaram-se 150 pL de “Rinsing Buffer”; as amostras foram
distribuidas a placa de leitura e analisadas no citdbmetro de fluxo (Guava

EasyCyte 8HT, Millipore), utilizando-se o software GuavaSoft 2.7.

2.6.6 Andlise estatistica

Foi aplicado teste de variancia ANOVA e Pos-teste Scott-Knott. As
diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a
0,05 (p<0.05). A analise foi realizada pelo software GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial

O composto majoritario encontrado no 6leo essencial (OE) foi o citral,
constituido pela mistura dos aldeidos isoméricos neral e geranial, nas proporcdes
de 39,82% e 51,37%, respectivamente.

Estudos de Southwell et al. (2000) também demonstraram que B.
citriodora é uma espécie rica em citral, podendo ser comparada as espécies de
lemongrass (Cymhopogon flexuosus e Cymhopogon citratus). Na avaliagdo da
composicdo quimica de 6leos essenciais das folhas de murta-limado, encontraram
0s compostos mirceno (0,1-0,7%), 6-metil-5-hepten-2-ona (0,1-2,5%), linalol
(0,3-1,0%), citronelal (0,1-0,9%), iso-neral (0,6-2,7%), iso-geranial (1,0-4,2%),
neral (32,0-40,9%) e geranial (46,1-60,7%), nas respectivas propor¢oes.

De acordo com Nhu-Trang, Casabianca e Grenier-Loustalot (2006), o
6leo essencial de B. citriodora encontrada em florestas nas regifes tropicais e
subtropicais da Austréalia apresentam elevado conteido de citral (> 80%). A
variabilidade observada na composi¢cdo guimica dos Gleos essenciais extraidos
da mesma espécie boténica proveniente de diferentes paises relaciona-se,
possivelmente, aos distintos locais de coleta, tipos de extracdo, quimiotipos,
ciclos vegetativos e fatores edafoclimaticos a que essas espécies estdo
submetidas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; AFOULOUS et al., 2013).

3.2 Atividade antioxidante

Os resultados das atividades antioxidantes estdo apresentados na Figura
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Verificou-se que o 6leo essencial ndo apresentou atividade antioxidante
perante 0s ensaios com cation-radical ABTS e DPPH, em comparagdo com o
controle BHT.

Com resultados similares, Guimardes et al. (2011), avaliando as
propriedades antioxidantes do 6leo essencial de capim-liméo e do seu composto
majoritario citral, constataram, para ambos, baixa atividade antioxidante perante
a metodologia que avalia a reducdo do radical DPPH. Esse fato pode ser
justificado devido a dificuldade de doagdo de um hidrogénio por parte desses
compostos para neutralizar o radical. O ABTS, também, na auséncia de
compostos fendlicos, é estavel, mas reage energeticamente com um doador de
atomos de hidrogénio, sendo convertido em uma forma ndo colorimétrica.

Os valores de absorbancia obtidos pelo método do fosfomolibdato
mostrou que o 6leo essencial foi mais eficiente que o acido ascorbico na
concentracdo de 750 pg mL™. Em concentracdes inferiores, o 6leo essencial
apresentou atividade semelhante ao composto referéncia. Foi encontrado um
valor de 0,81 pg pg™ equivalente ao acido ascorbico.

Empregando-se a metodologia que avalia a atividade antioxidante pela
inibicdo da formacdo de espécies reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS),
observou-se que o Oleo essencial apresentou atividade antioxidante inferior ao
BHT, em todas as concentracBes avaliadas. Verificou-se uma atividade entre
47,9% a 56,3%, ndo havendo diferencas significativas entre as concentraces do
oleo.

A diferenga entre os resultados das metodologias utilizadas pode ser
decorrente de varios fatores, como a estrutura fisica do sistema de ensaio, a
natureza do substrato para oxidagao, a interacdo entre os compostos utilizados,

entre outros.
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3.3 Atividade hemolitica

Na andlise do perfil hemolitico do 6leo de B. citriodora em meio liquido
(Ht 0,15%) (Figura 2), observou-se que nas concentracdes de 5, 15, 20 e 30 ug
mL™, o efeito hemolitico se manteve constante. J4 nas concentracdes mais
elevadas, 50 e 100 pug mL™, constatou-se, aproximadamente, 55% e 97% de
hemdlise, respectivamente. Estudos de Gomes et al. (2014) demonstraram
elevadas porcentagens de hemolise na presenca do citral; dessa forma, sugere-se

que esse composto seja o responsavel pela atividade do 6leo essencial de B.
citriodora.

Hemoélise (%)

S RS

Concentragdes (ug mL'l)

Figura 2 Porcentagem de hemdlise promovida por diferentes concentracbes do
6leo essencial de B. citriodora sobre eritrécitos integros (Ht 0,15%).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre
si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Os resultados encontrados nesse teste sugerem uma possivel toxicidade
para o 6leo essencial. Entretanto, de acordo com os valores de referéncia do

eritrograma em adultos, para homens e mulheres, a porcentagem de hematécrito
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varia entre 40%-52% e 36%-48%, respectivamente, e, no teste realizado,
utilizou-se hematdcrito 0,15% (HOFFBRAND; MOSS, 2013). E importante
salientar que os 6leos essenciais poderdo apresentar um comportamento distinto
nas condicBes in vivo, devido a presenca de diversas células, moléculas e as
condigdes fisico-quimicas inerentes a esse ambiente.

Para o0 ensaio de hemdlise em meio sélido, o OE apresentou atividade
hemolitica apenas nas concentracdes de 200 e 400 pg mL™ (5 e 7,5 mm,
respectivamente).

Observaram-se resultados distintos na avaliacdo de hemolise em meio
liquido e em meio soélido, possivelmente devido a diferencas metodoldgicas,
como a barreira fisica promovida pelo agar em meio solido e diferentes
concentracgdes de eritrécitos.

A atividade hemolitica dos 6leos essenciais pode estar relacionada,
principalmente, a sua capacidade de interagir com as membranas, uma vez que
apresentam propriedades lipofilicas. Podem alterar a permeabilidade da

membrana eritrocitaria e promover a hemélise (BAKKALI et al., 2008).

3.4 Atividades citotdxica e antitumoral

A avaliacdo da atividade citotdxica sobre linhagens tumorais e normal
humanas do 6leo essencial de B.citriodora (BK) foi realizada por meio de
diferentes abordagens experimentais. Inicialmente, foram realizados ensaios de
viabilidade celular por teste colorimétrico (MTS). Nesta varredura, utilizou-se o
6leo na concentracio de 40 ug mL™. Os resultados mostraram maior redugéo de
viabilidade celular em culturas de A549, HepG2 e HT144; assim, essas
linhagens foram selecionadas para verificagdo do efeito dose-dependente do dleo

essencial.



150

Apbs a obtengdo de resultados utilizando-se diferentes doses crescentes
(Figura 3), foi observado que o tratamento com o 6leo promoveu maior reducéo
da viabilidade celular com o aumento da concentracdo utilizada. O oOleo
essencial nas concentracdes de 25, 50 e 100 ug mL™ contribuiu para diminuir o
percentual de células vivas na linhagem A549 em, aproximadamente, 33,2; 73,0
e 89,0%, respectivamente. Nas outras linhagens, a viabilidade celular também
foi afetada, observando-se reducéo de 15,15; 20,10; 56,30 e 88,84% para HepG2
e de 7,8; 59,8; 69,9 e 81,7% para HT144, nas respectivas concentragdes:10, 25,
50 e 100 pug mL™.

Estudos de Hayes e Markovic (2002) avaliando o efeito, in vitro, do éleo
essencial de B. citriodora em células de hepatocarcinoma constataram a

presenca de citotoxicidade, corroborando os resultados obtidos para HepG2.
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Figura 3 Viabilidade celular (%) determinada pelo teste MTS em culturas de
células de (1) A549, (2) HepG2 e (3) HT144 tratadas com o 6leo
essencial de Backhousia citriodora em diferentes concentraces por
48h. Cada valor representa a média = erro padrdo. (ST= sem
tratamento; DMSO= dimetilsulféxido).
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Além disso, sabe-se que é importante a investigacdo da citotoxicidade
em linhagens ndo tumorais, uma vez que, se o tecido normal e o tumoral
exibirem sensibilidade similar ao composto e/ou medicamento, ndo havera
janela terapéutica e, na concentracdo em que o tumor responder, a célula normal
respondera também e o tecido sera danificado (HOFMANN, 2008). Dessa
forma, realizou-se o teste de viabilidade celular com células normais de
fibroblastos humanos, linhagem CCD-1059Sk. Os valores de Cls, obtidos para

as linhagens tumorais e normal estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Valores de Cls, obtidos na analise de viabilidade celular para células
tumorais e normal, utilizando o 6leo essencial de B. citriodora

Linhagem celular Clso (ug mL™)
A549 33,84+2,39
HepG2 43,21+2,04
HT144 26,47+1,65
CCD-1059Sk 45,00+4,81

A partir desses resultados, pdde-se calcular a dose de citotoxidade do
6leo essencial com relacdo as células normais (100%). Foram obtidas reduces
de ICs, de aproximadamente 25, 4 e 42% para A549, HepG2 e HT144,
respectivamente, destacando a importancia da utilizacdo do Oleo de B.
citriodora, uma vez que doses menores mostraram-se citotoxicas sobre as
células tumorais em comparacéo ao controle (células normais).

Os efeitos citotoxicos dos Oleos essenciais podem estar relacionados
com danos na membrana celular ou alteragbes em sua permeabilidade. No

citoplasma, essas substancias podem interromper as vias metabdlicas especificas
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de lipideos e proteinas ou estimular a despolarizagdo das membranas
mitocondriais, 0 que pode levar a necrose celular ou apoptose.

Estudos relatam que os constituintes dos OEs sdo potentes na prevencédo
e tratamento do cancer (GAUTAM; MANTHA; MITTAL, 2014). Sobral et al.
(2014) mostram, por meio de estudos realizados in vitro e in vivo, que a
atividade antitumoral de OEs de muitas espécies tem sido relacionada com a
presenca de compostos monoterpénicos; como exemplo dessa classe de
compostos, tem-se o citral, principal constituinte do dleo de B. citriodora.

Por conseguinte, para investigar se os efeitos dos tratamentos com OE
estdo relacionados a interrupcdo do ciclo celular (efeito antiproliferativo) e/ou
morte celular (efeito citotdxico), realizou-se a analise das diferentes populacdes
celulares distribuidas no ciclo celular por quantificagio de DNA. Os perfis
representativos das fases do ciclo celular obtidos apds tratamento das culturas de
linhagens tumorais A549, HepG2 e HT144 com OE (25 e 50 pg mL™ ) estdo
representados na Figura 4.

Na andlise do ciclo celular (Tabela 2), foi observado que OE induziu
um aumento da fracdo sub-G1 e diminuicdo simultdnea em GO0/G1, S (24h) e
G2/M (24 e 48h) para a linhagem A549, o que ocorreu de modo semelhante para
HT144, com excecdo da fase G2/M, na qual houve um aumento no nlmero de
células.

Os resultados mostram que houve um aumento significativo na
populagdo sub-diploide (pico sub-G1) e redugdo nas fases subsequentes GO/G1,
S e G2/M na linhagem HepG2 ap06s os tratamentos com OE nas concentragdes

de 25 e 50ug mL™, por 24 e 48h., o que sugere inducdo de morte celular.
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Tabela 2 Contetido de DNA (%) nas diferentes fases do ciclo celular de culturas neoplasicas (A549, HepG2 e HT144)
submetidas ao tratamento com o 6leo essencial de B. citriodora (25 e 50 pg mL™) por 24 e 48hs.

Fases do ciclo celular

Linhagens  Tratamento %Sub-G1 %G0/G1 %emsS %G2/M
(ug mL™) 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
A549 Controle 0,68+0,22b 0,40#0,06b  52,18+0,76c  61,82+0,30a  29,94+0,73a  22,97+0,17a  17,18+152a  14,71%0,20a
25 0,80+0,12b 0,64+0,10b  60,69+1,15a  61,37+0,10a  25,62+0,83b  23,43+0,54a  12,85+0,84b  14,54%0,45a
50 9,44+0,22a  12,47#033a  56,26+0,47b  5392#0,75b  17,32+0,78c  23,98+0,49a  16,95+0,56a  9,60%0,58b
HepG2 Controle 0,78+0,15¢ 0,66+0,13c  44,59+0,03a  4590+0,15a  29,65+0,47a  26,34+1,11a  24,98+0,35b  27,07+0,82b
25 9,27+¢0,25b  10,23+0,29b  31,41#0,02b  30,65+0,02b  26,27+0,41b  21,63+0,56b  33,02+0,14a  37,46%0,24a
50 30,70+0,33a  61,65+0,32a  25,94+255c  19,71#0,13c  23,72+1,77c 8,66+0,36¢ 19,62+0,44c  10,05+0,55¢
HT144 Controle 0,65+0,47¢c 3,10+0,09b  56,96+045a  63,56x152a  19,94+0,55a  14,73+0,62b  22,07+1,03b  18,59+1,00c
25 347+0,22b  10,56x0,60a  49,04+0,95b  43,19+097b 20,090,192  18,47#0,96a  27,38+0,60a  27,47+0,61b
50 6,85+0,09a 9,90+0,22a  4593#0,53c  42,01#1,20b  18,65+0,45b  18,70+0,53a  28,51+0,86a  29,36+0,77a

GaT
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Como observado na andlise do ciclo celular, o aumento de células em
sub G1 deve-se a mecanismos capazes de promover a fragmentacdo de DNA,
indicando a ocorréncia de morte celular. Portanto, frente ao potencial citotéxico
do tratamento com OE nas linhagens estudadas, a investigacdo do tipo de morte
celular envolvida com a atividade observada tornou-se particularmente
importante.

A apoptose é um processo de morte celular com alterages bioguimicas
e morfoldgicas caracteristicas. Geralmente, as células tumorais apresentam falha
nos mecanismos envolvidos nesse processo. Uma caracteristica desse tipo de
morte é a fragmentacado internucleossdmica do DNA que gera fragmentos com
quebras de cadeia dupla (DSBs), permitindo o acesso 3'-hidroxil (3'-OH)
terminal. Essa caracteristica constitui a base para um método de deteccdo de
apoptose bem estabelecido : TUNEL- Terminal desoxinucleotidil transferase
dUTP Nick End Labeling (DARZYNKIEWICZ; GALKOWSKI; ZHAO, 2008).

Os dados apresentados nos graficos (Figura 5) e nos histogramas (Figura
6) mostram que houve um aumento significativo na frequéncia de apoptose nas
linhagens tratadas com o OE. Para HT 144, foi observado, respectivamente, 39,6
e 64,9% de células em apoptose, apds tratamento com 25 e 50 pg mL™ de OE,
por 24 horas. JA em HepG2, verificou-se 29,1 e 38,0% de células em apoptose,
nas mesmas concentracfes do Oleo. Para a linhagem A549, constatou-se baixo
percentual de células apoptéticas. Os resultados sugerem que o OE é mais
eficiente em induzir apoptose nas linhagens HT144 e HepG2 e que 0s
mecanismos envolvidos na atividade citotdxica observada para a linhagem A549
possivelmente ndo estdo relacionados ao processo de morte celular por apoptose.

A degradacéo celular e as alteraces observadas em células apoptoticas
s&o decorrentes da ativagdo de caspases (cisteino proteases) presentes nas células

num estado inativo, que estdo envolvidas especificamente nos mecanismos
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moleculares de morte celular programada. Séo ativadas em resposta a estimulos

externos, tais como os ligantes para receptores de morte (na via extrinseca da

apoptose) ou sinais internos que surgem a partir de danos aos componentes
celulares (na via intrinseca da apoptose) (DUNCAN et al., 2010).
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Figura 5 Frequéncia de apoptose das culturas de células das diferentes linhagens:
(1) A549; (2) HepG2 e (3) HT144, tratadas com o 6leo essencial de B.
citriodora por 24h. DOX= composto doxorrubicina (1 pg mL™); ST=
sem tratamento.
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Figura 6 Histogramas referentes aos eventos apoptéticos. (1) A549, (2) HepG2
e (3) HT144. Legenda: picos em rosa= eventos nao apoptoticos; picos
em verde= células em apoptose.

As imagens obtidas por microscopia de contraste de fase mostraram que
o0 tratamento por 24h com o 6leo essencial de BK alterou o padrdo morfoldgico
caracteristico das células HepG2 e HT144 (Figura 7). Foi possivel observar
aumento da populacdo de células arredondadas e perda da aderéncia ao

substrato; alteragdes indicativas de estresse e morte por apoptose.
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Controle |

caracteristicas morfolégicas das linhagens celulares tumorais HepG2 e
HT144, ap6s tratamento com o Oleo essencial de B. citriodora, nas
concentracdes de 25 e 50 pug mL™, por 24 h.

Os mecanismos de acdo relacionados a atividade antitumoral de dleos
essenciais tém sido propostos por diferentes autores, evidenciando a participagdo
de vias apoptoticas, parada no ciclo celular e alteracbes morfoldgicas, em
consequéncia aos seus efeitos citotdxicos.

Em estudos similares, Chaouki et al. (2009), avaliando a atividade
antitumoral do composto citral em culturas de células da linhagem MCF-7
(cancer de mama), constataram que 0 monoterpeno induziu parada no ciclo na
fase G2/M, induzindo morte celular por apoptose (22,5 e 36%, nas

concentracdes de 10 x 10 e 20 x 10, respectivamente).
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Sinha et al. (2014) investigaram a citotoxicidade e genotoxicidade dos
6leos essenciais de palmarosa, lemongrass, citronela e vetiver e dos compostos
geraniol e citral. Os autores observaram que as células de linfocitos humanos
expostas a acdo dessas substancias, com exce¢do do geraniol, ocasionaram
significativas modificagbes na atividade mitocondrial, danos no DNA e
induziram ao processo de apoptose, quando utilizadas em altas concentragdes
(200, 400 e 800 pg mL™).

Contudo, as observacbes fundamentam a hipdtese de que o Gleo
essencial de B. citriodora exerce mecanismos de indugdo de morte celular,

devido ao seu constituinte majoritario, citral.
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4 CONCLUSAO

O 0bleo essencial de B. citriodora apresentou como constituinte
majoritario o composto citral (91,19%).

A atividade antioxidante foi mais bem evidenciada pelos métodos
TBARS (47,9 a 56,3%) e complexo fosfomolibdénio (0,81 pg g* de acido
ascorbico).

O OE apresentou efeito hemolitico perante a metodologia em meio
liquido (Ht 0,15%), ocasionando hemdlise de 55 e 97%, nas concentrac¢des de 50
e 100 pug mL™, respectivamente. Em meio sélido, o OE mostrou-se hemolitico
apenas nas concentracdes de 200 e 400 pg mL™.

O OE apresentou citotoxicidade contra as linhagens tumorais
investigadas (A549, HT144 e HepG2); nas concentracdes de 25 e 50 ug mL™,
induziu alteracdo significativa na distribuicdo das células nas diferentes fases do
ciclo celular, ocasionando aumento da frequéncia de apoptose e alteracdes
morfoldgicas das células, principalmente nas linhagens HT144 e HepG2, com
maior potencial citotoxico sobre A549. Contudo, estudos adicionais devem ser
realizados, a fim de elucidar os mecanismos envolvidos nos potenciais
citotoxico e indutor de apoptose do OE de B. citriodora in vitro e in vivo, 0 que

pode conduzir a uma utilizacdo clinica segura e ampliada.
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ARTIGO 4

PROSPECCAO DO EFEITO CITOGENOTOXICO DO OLEO
ESSENCIAL DE Backhousia citriodora EM Lactuca sativa L.
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RESUMO

Os oleos essenciais (OEs) pertencem ao metabolismo secundario, sao
constituidos por misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas e
farmacologicamente ativas. Estudos recentes tém mostrado a importancia da
realizacdo de ensaios sobre os potenciais farmacoldgicos e toxicolgicos de OEs
Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citogenotdxicos do
6leo essencial de Backousia citriodora no modelo vegetal Lactuca sativa L. O
OE foi obtido por hidrodestilagdo, utilizando o aparelho de Clevenger
modificado com duracdo de 2 horas. A caracterizagdo quimica foi realizada por
cromatografia em fase gasosa — Espectrometria de Massa (CG-MS) e
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC).
Sementes de L. sativa germinadas, com raizes de 1-2 mm, foram expostas por 48
horas as diferentes concentracdes do 6leo essencial (5, 25, 50, 100, 200 e 500 ug
mL™); como controle negativo, utilizou-se &gua destilada. Foram realizadas
avaliacOes citogenéticas, teste de TUNEL, eletroforese em gel de agarose e
citometria de fluxo. Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente ao acaso, composto de 3 repeticBes. O constituinte majoritario
encontrado no Oleo essencial foi o citral (91,19%). De modo geral, o OE
interferiu na dindmica normal do ciclo celular (indices mitéticos ou frequéncia
de cada fase em divisdo). As células meristematicas expostas ao Oleo
apresentaram aumento de alteragBes cromossémicas clastogénicas, tais como
pontes cromossdmicas, fragmentos e cromossomos aderentes, e aneugénicas,
como segregacao tardia e c-metéfases. O teste de TUNEL-positivo evidenciou a
ocorréncia de fragmentacdo no DNA. No gel de agarose, ndo foi observado
padrdo de DNA laddering. A genotoxicidade do OE foi reforcada pela analise de
citometria de fluxo, que evidenciou perda de conteido de DNA, reducdo na
frequéncia de células em divisdo, aumento da complexidade nuclear e reducéo
no diametro do nucleo, em células expostas ao OE de B. citriodora. Conclui-se
que o OE de B. citriodora apresenta efeitos citogenotoxicos, induzindo o
processo de morte, sendo fonte promissora para a obtencdo de compostos
biologicamente ativos.

Palavras-chave: Citral. Ciclo celular. TUNEL. Citometria de fluxo.
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ABSTRACT

Essential oils (EOs) belong to the secondary metabolism, are composed
by complex mixtures of volatile, lipophilic and pharmacologically active
substances. Recent studies have shown the importance of testing for the
pharmacological and toxicological potential of EOs. In this sense, the objective
of this study was to evaluate the cytogenotoxic effects of Backousia citriodora
essential oil in the plant model Lactuca sativa L. EO was obtained through
hydrodistillation, using a modified Clevenger apparatus, lasting 2 hours.
Chemical characterization was performed through gas chromatography - mass
spectrometry (GC/MS) and gas chromatography with flame ionization detection
(GC-FID). L. sativa seeds germinated with 1-2mm roots were exposed for 48
hours to different concentrations of essential oil (5, 25, 50, 100, 200 and 500 g
mL™); as control, distilled water was used. Cytogenetic evaluations were
performed, TUNEL test, agarose gel electrophoresis and flow cytometry. The
experiments were conducted in a completely randomized design, consisting of
three repetitions. The main constituent found in the essential oil was citral
(91.19%). In general, the EO interferes with the normal dynamic of the cell
cycle (mitotic indexes or frequency of each dividing phase). Meristematic cells
exposed to oil increased by clastogenic chromosomal abnormalities such as
chromosome bridges, fragments and stickiness chromosomes, and aneugenic
activities, as late segregation and c-metaphase. TUNEL-positive test revealed
the occurrence of DNA fragmentation. In agarose gel apattern of DNA laddering
was not observed. The OE genotoxicity was reinforced by flow cytometry
analysis, which showed loss of DNA content, reduction in the frequency of
dividing cells, increased nuclear complexity and reduced core diameter in cells
exposed to the EO of B. citriodora. We conclude that the EO of B. citriodora
presents cytogenotoxic effects, inducing the death process, with promising
source for obtaining biologically active compounds.

Keywords: Citral. Cell cycle. TUNEL. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

Os 06leos essenciais constituem um tipo de metabdlito secundario de
grande importancia econdémica. S8o constituidos, geralmente, por dezenas de
moléculas, pertencentes as diferentes classes de compostos, como
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, éteres, acidos organicos, entre outros (BAKKALI et al., 2008).

Backhousia citriodora, conhecida como murta-limdo, é uma espécie
pertencente a familia Myrtaceae e nativa da Austrélia. Seu 6leo essencial é
constituido, em maiores proporcdes, pelo monoterpeno citral (> 80%) e
apresenta distintas atividades bioldgicas, como antifingica, antibacteriana,
moluscicida e toxicidade sobre linhagens celulares humanas (HAYES;
MARKOVIC, 2002; 2003; LAZAR-BAKER et al., 2011).

Atualmente, existem diferentes pesquisas que visam a verificar os
efeitos dos produtos naturais nos organismos vivos. A perspectiva do
conhecimento dos mecanismos de acdo de produtos naturais abre um leque de
opcdo para sua aplicacdo em diferentes areas, como, por exemplo, na busca de
agrotoxicos alternativos (ARAGAO et al., 2015) e fitoterapicos (LUBER et al.,
2015). Nesse sentido, a avaliacdo do potencial citogenotdxico, mutagénico, e até
mesmo antimutagénico de um produto de origem vegetal, é importante para sua
indicagdo de uso com seguranca e eficacia.

Entre as ferramentas disponiveis para acessar os efeitos biolégicos de
dado produto/composto em organismos Vvivos, estdo os bioensaios com plantas
superiores (ANDRADE-VIEIRA, 2012). Eles consistem na avaliacdo da
capacidade do agente testado em causar danos a molécula do DNA ou a
estruturas celulares por meio da avaliacdo de aberragdes cromossdmicas e

disturbios no ciclo celular normal, em células meristematicas dos vegetais
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utilizados como modelo (ANDRADE-VIEIRA, 2012; LEME; MARIN-
MORALES, 2009, GRANT et al., 1994).

O uso de plantas em bioensaios que avaliam a toxicidade de poluentes
ambientais, extratos vegetais ou Oleos essenciais tem tido grande valor na
toxicologia ambiental e alelopatia (LEME; MARIN-MORALES, 2009;
ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ARAGAO et al., 2015; MIRANDA et al.,
2014). Esses ensaios tém sido amplamente utilizados, desde a década de 70,
sendo descritos como métodos eficientes para avaliar os danos nas células e no
material genético, auxiliando no entendimento da acdo de compostos quimicos
nos organismos vivos (GRANT, 1994, PALMIERI et al., 2014; LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Além disso, os endpoints citogenéticos (alteracdes
do indice mitético, formacdo de micronicleo, anomalias nucleares e aberracdes
cromossdmicas) acessados fornecem dados gque permitem alertar a populagdo
sobre o0s agentes potencialmente mutagénicos e teratogénicos (LEME; MARIN-
MORALES, 2009; SOUSA; VICCINI, 2011).

Entre as vantagens apontadas para o uso de modelos vegetais na
prospeccdo de efeitos biologicos de compostos quimicos, destacam-se o baixo
custo, confiabilidade e a boa correlacdo que apresentam com outros modelos e
sistemas de teste, como animais (FISKEJO, 1985; GRANT et al., 1994). Além
disso, sdo ensaios validados e indicados por agéncias ambientais, como
Programa das Nacgdes Unidas para o0 Meio Ambiente (PNUMA) e Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos, e até mesmo organizacdes,
como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (GRANT, 1994; GRANT, 1999).

Diante do exposto, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar a atividade
bioldgica do 6leo essencial de Backhousia citriodora no modelo vegetal Lactuca
sativa L. Trabalhos recentes tém apontado que L. sativa é um modelo eficiente
para avaliacbes citogenéticas em estudos de prospec¢do de atividade
citogenotoxica de produtos naturais (ARAGAO et al., 2015; LUBER et al.,



173

2015), pois apresenta bom nimero de sementes, boa superficie de contato com o
tratamento, alta sensibilidade para compostos téxicos e cromossomos grandes
(SOUSA; SILVA; VICCINI, 2010; CAMPOS et al., 2008; ANDRADE;
DAVIDE; GEDRAITE, 2010).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal e extracao do 6leo essencial

A espécie B.citriodora foi obtida no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG/Brasil. O material vegetal
foi coletado pela manh&, em um dia sem precipitagcdo e foi identificado pela
profa. Dra. Mariana Mansanares do Departamento de Biologia (DBI/UFLA).

As folhas sadias foram selecionadas e picadas. Empregou-se a técnica de
hidrodestilacdo, utilizando-se um aparelho de Clevenger modificado, destilando-
se por 2h (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA,
2010). O hidrolato foi centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal a 965,36
g por cinco minutos. O dleo essencial obtido foi armazenado em vidro ambar e
mantido sob refrigeracéo.

A analise qualitativa do 6leo essencial foi realizada em cromatdgrafo a
gas acoplado a espectrdmetro de massa CG/EM (Shimadzu, modelo QP 5050A),
equipado com coluna capilar de silica fundida (J&W Scientific) (5%-fenil-95%-
dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm d. i. 0,25 um de filme, usando He como
gas de arraste, com fluxo de 1,2 mL min™. As condicBes cromatograficas da
analise foram as mesmas utilizadas para CG/DIC. As condi¢Ges do EM foram
detector de captura ibnica operando por impacto eletrnico e energia de impacto
de 70 eV; velocidade de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos s e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da. Utilizou-se
também, para a identificacdo dos constituintes, a comparacédo de seus indices de
retencdo com os da literatura (ADAMS, 2007). O indice de retencdo foi
calculado empregando-se a equacdo de VVan den Dool e Kratz (1963), em relagdo
a uma série homologa de n-alcanos (nCy-nCig). Também foram utilizadas duas
bibliotecas, NIST107 e NIST21.
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A andlise quantitativa foi realizada utilizando-se um cromatografo
gasoso equipado com detector de ionizacdo de chamas (DIC) Shimadzu GC-
17A, sob as seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de silica fundida
ZB-5MS (5% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i, 0,25 um de filme),
usando He como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL min™. A temperatura foi
mantida a 50 °C por 2 min, depois aumentada 4 °C min™, até atingir 200 °C. Em
seguida, aumentada 15 °C min™, até atingir 300 °C, mantendo-se essa
temperatura constante por 15 min; a temperatura do injetor foi 250°C e a
temperatura do detector, de 280°C. Foi injetado um volume de 0,5 pL da
diluicdo do Oleo essencial em acetato de etila. A quantificacdo de cada

constituinte foi obtida por meio da normalizagdo de areas (%).

2.2 Anélises bioldgicas

As andlises foram realizadas no Laboratério de Citogenética da
Universidade Federal de Lavras (UFLA-MG) e Laboratério de Genética da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF-MG).

As sementes de alface do tipo crespa (cultivar: Verénica) foram
cultivadas sob ambiente protegido, na regido de Lavras (MG) e foram doadas

para a realizacdo das analises.

2.2.1 Exposicdo do material bioldgico ao 6leo essencial

As sementes de L. sativa (50 unidades) foram colocadas em placas de
Petri de 9 cm de didmetro, sobre papel de filtro previamente umedecido com
3 mL de agua destilada. As placas foram mantidas em uma cdmara de

germinacdo (BOD) a 24 £ 2 ° C, sem luz, durante 16h para estimulo da
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germinacdo. Apds esse periodo, sementes germinadas com raizes de 1-2mm,
foram tratadas com as solucGes do dleo essencial, em diferentes concentragdes
(5, 25, 50, 100, 200 e 500 pg mL™). A 4gua destilada foi utilizada como
tratamento-controle. As placas foram novamente incubadas e mantidas em BOD
durante o periodo de 48h. Posteriormente, as raizes foram cortadas e fixadas em

etanol: &cido acético (3:1), por um periodo minimo de 24h.

2.2.2 Analises citogenéticas

Para preparo das laminas para avaliacdo de toxicidade, as raizes fixadas
foram lavadas e hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 10 minutos. As laminas
foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina acética
2%. Cada lamina foi preparada com 2 meristemas tratados, sendo avaliadas 5
laminas por tratamento. Para cada lamina, foram avaliadas 1000 células,
totalizando 5000 células meristematicas observadas para cada tratamento. Os
seguintes parametros foram anotados: indice mitético (IM), porcentagem de
alteracBes nucleares (condensacdo, nucleo lobado), alteragcdes cromossémicas
aneugénicas (cromossomos ndo orientados, c-metafases, cromossomos
pegajosos, anafases multipolares) e clastogénicas (pontes, fragmentos,
micronicleos) (PALMIERI et al., 2014).

2.2.3 Andlise de citometria de fluxo

O meristema das amostras foi triturado, em placa de Petri, contendo 1
mL do tampdo de extragdo LBO1l gelado (DOLEZEL, 1997). A suspensdo
nuclear obtida foi aspirada com auxilio de uma pipeta de plastico, filtrada e,
posteriormente, coletada em um tudo de poliestireno. Adicionaram-se a

suspensdo 25uL de uma solugdo de iodeto de propideo (1 mg mL™) e 2,5 uL de
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RNAse. Para cada amostra, pelo menos 10 mil nacleos foram analisados. A
andlise foi realizada em citbmetro FacsCalibur (BD). Os histogramas foram
obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI. Foi estimado
0 conteudo de DNA nuclear nas fases sub-G1, G1, S e G2 e avaliados os
parametros IF?G1 (fluorescence intensity G1 peak), FSC (Forward Scatter) e
SSC (Side Scatter).

2.2.4 Extracdo do material genético e avaliacdo de danos

As raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido
com tampdo CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilam6nio) a 65°C. As proteinas
foram removidas com solucdo de cloroférmio: alcool isoamilico, na propor¢ao
24:1. O DNA foi precipitado em alcool isopropilico e ressuspenso com 10uL de
agua destilada.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1,2%), com adicéo de 5pL de brometo de etidio (0,5ug mL™) em 100
mL de tampdo Tris/borato/EDTA (TBE 1X). Foram adicionadas as amostras
2uL do tampao “Blue/Orange loading” (Promega), que foram comparadas com o
padrdo “100 bbp DNA ladder” (Promega). A corrida eletroforética foi realizada
durante 40 minutos e voltagem de 80V (ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).

2.2.5 Teste TUNEL

As raizes fixadas em Carnoy, tratadas com 500 pg mL™ de 6leo e agua,
foram lavadas em PBS 1X e TNT 1X e submetidas ao teste de TUNEL,

conforme instrugbes do fabricante (Promega) para o kit DeadEnd™
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Fluorometric TUNEL System Technical Bulletins (PROMEGA, 2009). A reagéo
positiva foi marcada com fluoresceina e DAPI.

A ocorréncia de células TUNEL positivo foi anotada, avaliando as
laminas obtidas em microscdpio epifluorescente (Olympus BX60) no
comprimento de onda de 355-375 nm para o DAPI e 460-490 nm, para

evidenciar as células TUNEL-positivas com fluoresceina.

2.2.6 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao
acaso, composto de trés repeticbes. Utilizou-se o software livre “R” (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) empregando os testes de médias de
Tukey para avaliacdo das alteracdes cromossémicas e teste de Kruskal-Wallis

para as demais analises (p>0.05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises cromatograficas permitiram identificar e quantificar no 6leo
essencial de B. citriodora o constituinte majoritario citral, constituido pela
mistura dos aldeidos isoméricos geranial e neral, nas propor¢des de 39,82% e

51,37%, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 Estruturas quimicas dos compostos geranial (1) e neral (2).

A Figura 2 apresenta os diferentes valores do indice mitético e
alteracBes cromossdmicas observadas nos meristemas de L. sativa expostos ao
6leo essencial de B. citriodora. Observou-se que o 6leo ocasionou um aumento
significativo do indice mitdtico, nas concentracdes de 25, 50, 100 e 500 pug mL™,
ndo havendo diferenca significatica nas concentracbes de 5 e 200 ug mL™,
guando comparadas ao controle.

O indice mitético corresponde ao nimero total de células em divisdo
durante o ciclo celular, e qualquer alteragdo nesse indice auxilia na determinacéo
do grau de citotoxidade de um agente (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007). A reducdo do indice mitético pode estar relacionada a

disturbios causados no crescimento e desenvolvimento do organismo exposto,
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enquanto 0 aumento representa um acréscimo na divisdo celular, induzindo uma
desordem na proliferacdo das células (CAMPOS et al., 2008). Além disso, as
variagdes nas frequéncias do IM podem estar relacionadas com a frequéncia de
cada fase em divisdo e com as alteragdes ao longo do ciclo mitético decorrentes
da exposicgao ao dleo essencial, como observado por Aragdo et al. (2015).

A frequéncia de células com aberragBes cromossdmicas, dentro do total
de céluas avaliadas, aumentou significativamente nas concentracdes de 50, 100,

200 e 500 pg mL™, quando comparadas ao controle (Figura 1).
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Figura 2 Indice mitético e alteragdes cromossdmicas ocasionadas pela presenca
do oOleo essencial de Bachkousia citriodora (BK). *Diferenca
significativa em relag&o ao controle (p<0,05).

A presenca de pontes e fragmentos sugere a acéo clastogénica (LEME;
MARIN-MORALES, 2009) do 6leo essencial de B. citriodora, a qual esta
relacionada a alteragdes estruturais decorrentes de quebras na molécula de DNA.

A quebra cromossdmica induzida pelo agente clastogénico leva a
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observacdo de fragmentos cromossdmicos acéntricos. Os cromossomos que
sofreram quebras perdem o telémero e, consequentemente, sua estabilidade.
Esses cromossomos instaveis, sem teldbmeros, tendem a fundir a outros
cromossomos, gerando cromossomos dicéntricos (CAMPOS et al., 2008). Na
ocasido da anafase, o centrdmero de cada cromossomo é ligado ao fuso de um
dos polos da célula, a cromatide entre os centrémeros € vista como uma ponte
entre os dois polos anafasicos.

Os fragmentos cromossdmicos acéntricos, como os observados, podem
ser envoltos por uma membrana e originar microndcleos. Os micronlcleos
representam material genético que ndo foi incorporado ao nucleo principal no
final da divisdo celular (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007;
CAMPOS et al.,, 2008). Eles sdo formados tanto por fragmentos acéntricos,
como por cromossomos perdidos, derivados da segregacdo desigual dos
cromossomos durante a mitose, por problemas na ligagdo dos cromossomos ao
fuso mitético (CAMPOS et al., 2008; LEME, MARIN-MORALES, 2009).

A migracdo tardia pode levar a perda de cromossomos, assim como c-
metafases, que foram observadas nos tratamentos com o 6leo essencial de B.
citriodora (Tabela 1). Tais tipos de alteracBes indicam mecanismo de acdo
aneugénicos, sugerindo que o O6leo testado apresentou efeitos sobre a
polimerizacdo e despolimerizacdo das fibras do fuso mitético, impedindo a
ligagdo dos microtibulos do fuso mitético na regido centromérica dos
cromossomos, comprometendo a continuidade do ciclo celular (CAMPOS et al.,
2008 LEME; MARIN-MORALES, 2009).

De acordo com Aragdo et al. (2015), os monoterpenos presentes no 6leo
essencial de E. grandis atuam como agentes aneugénicos. J& 0s monoterpenos
oxigenados, hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados,

como citral, B-citronelal, geraniol, elemol e cadinol presentes no 6leo de E.



182

citriodora e ausentes em E. grandis, atuaram tanto como agentes clastogénicos e
aneugénicos, efeitos observados para o 6leo essencial de B. citriodora (rico em
citral).

Tabela 1 Alteracdes das células em divisdo tratadas com o 6leo essencial de B.

citriodora.
Tratamentos Fragmento Migracéo Ponte Cromossomos Cmetéafases
(g mL™) tardia aderentes
Controle 2,21+2,32 1,14+1,56  0,00+0,00 1,96+2,73 0,39+0,88
5 1,0241,60  053#0,73  5404554* 4,56+4,66 1,26+1,11
25 2,73+191  0,22+0,50  2,11+2,59 7,71+2,96% 3,70+1,42%
50 4,32+2,89 2,68+2,98  1,28+1,38 8,96+3,00% 1,48+1,60
100 3,68+2,68  3,75+2,73*  3,24+2,16* 8,29+7,01* 4,72+2,90%
200 6,86+4,92%  2,11+217  4,15+1,16* 9,65+6,11* 5,71+2,97%
500 2,33+2,21 1,91+0,89  1,65+1,76 8,10+3,19* 5,41+3,08*

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padréo.
*Diferenca significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 3 Aberragdes cromossdmicas observadas em células meristematicas de L.
sativa expostas ao Gleo essencial de B. citriodora. A) Cromossomo
aderente; B) Ponte; C)Formacao de fragmentos; D) Migracdo tardia; E)
C-metéafase; F) Microndcleo.
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As analises de citometria de fluxo demonstraram que a exposi¢do ao
6leo essencial de B. citriodora alterou de forma dose-dependente os parametros
acessados (Tabela 2). Foi observado um aumento significativo na frequéncia de
particulas nucleares na fase subG1, reducdo do nimero de células em S/G2 em
detrimento do aumento na frequéncia de células em G1, para os tratamentos com
0 6leo essencial nas concentragdes de 100, 200 e 500 pg mL ™.

A reducdo da frequéncia de células em S/G2 demonstra um efeito
mitodepressivo sobre a divisdo celular (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012).
Como consequéncia da reducdo na frequéncia de células em divisdo, ocorre um
aumento da populagdo de células em G1 que ndo irdo se dividir (Tabela 2).
Além disso, 0 aumento de particulas sub-G1 demonstra a ocorréncia de ndcleos
que apresentam quantidade de DNA menor do que o esperado (G1),
corroborando com a observacdo de fragmentos e migracao tardia observados na
analise citogenética.

As maiores concentracdes de 6leo de B. citriodora testadas (de 100, 200
e 500 pg mL™) também reduziram significativamente o parametro IF*G1,
relacionado a emissdo de fluorescéncia nas particulas “lidas” pelo citbmetro e a
guantidade de DNA na fase G1 do ciclo celular (ANDRADE-VIEIRA et al.,
2012). Tal fato estd relacionado a fragmentacdo do material genético, como
mostrado em subGl. Para SSC, foi possivel observar um aumento na
granulosidade e/ou complexidade nuclear com o tratamento com o 6leo essencial
de B. citriodora, 0 que pode ser relacionado ao aumento de irregularidades no
material genético e de proteinas histonas agregadas ao DNA, necessarias para
condensé-lo.

A anélise do padrdo FSC demonstrou que, com excecdo da concentragdo
de 5 ug mL™, todos os demais tratamentos do 6leo essencial ocasionaram uma

redugdo do volume nuclear, corroborando os resultados obtidos nas analises ja
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descritas. Esses dados evidenciam a ocorréncia de morte celular, a qual, segundo
Andrade-Vieira et al. (2011), é caracterizada pela condensacdo nuclear e
fragmentacdo do material genético.



Tabela 2 Analise de citometria de fluxo do meristema de L. sativa ap6s tratamento com diferentes concentracdes do 6leo
essencial de B. citriodora.

Tratamentos SubG1 Gl SG2 IFfG1 FSC SSC
(ug mL™Y)
Controle 8,40+0,46 54,78+2,70 36,82+2,99 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
5 8,86+0,31 56,38+2,74 34,76+2,44 99,53+0,82 98,94+1,07 99,61+1,80
25 7,55+0,90 56,16+1,81 36,29+2,67 99,48+1,38 97,90+0,88* 99,98+0,20
50 8,52+0,33 53,44+4,04 38,04+4,35 99,34+3,39 96,55+0,79* 101,95+1,75
100 10,3440,23* 59,30+1,06* 30,40+1,28* 95,67+1,11* 90,81+0,45* 106,74+0,90*
200 17,1242,27* 58,71+4,84* 24,17+5,72* 89,71+0,72* 88,00+0,67* 108,27+2,34*
500 22,37+4,46* 66,86+1,06* 10,77+4,12* 86,42+2,32* 83,45+1,11* 115,28+2,26*

IF?G1= Intensidade de fluorescéncia do pico G1; FSC= Condensagéo nuclear; sombra frontal do nticleo;
SSC= Complexidade nuclear.

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padréo.

*Diferenca significativa em relacdo ao controle (p<0,05).

G8T
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Nesse sentido, o ensaio de TUNEL (sigla para Terminal d-UTP Nick
End Labeling, da definicdo do teste em inglés) foi realizado em conjunto com a
analise da integridade do DNA genbmico, via eletroforese, para confirmar a
ocorréncia de fragmentacdo como marcador de morte celular. O teste de TUNEL
tem por objetivo marcar as regides de DNA com 3°-OH livre em funcdo da
fragmentacdo do DNA, sendo um teste confidvel para a deteccdo de células em
processo de morte celular (BEHBOODI; SAMADI, 2004; ANDRADE-VIERA
etal., 2011). A enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) presente na
reacdo de TUNEL transfere nucleotideos d-UTPs marcados com fluoresceina
para as extremidades 3°-OH livres que foram cortadas (BEHBOODI; SAMADI,
2004). Logo, a presenca de células TUNEL-positiva com nucleos, que
fluorescem no comprimento de onda (correspondente a coloracdo verde) no
material avaliado, representam as células em processo de morte. No presente
trabalho, foram observados células TUNEL-positivo para o tratamento de 500
pug mL™ de 6leo de B. citriodora (Figura 4). Além de células em intérfase,
células em mitose (nucleos profasicos e metafasicos) também foram observados

com maracacao positiva no teste TUNEL (Figura 4D; 4E).
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Figura 4 Teste TUNEL apo6s tratamento com o 6leo essencial de B. citriodora
(500 pg mL™). A) Controle (4gua). B-C) Teste positivo. D-E)
Resultado positivo para células em diferentes fases do ciclo celular.

Outro critério molecular que também evidencia a morte celular é a
producdo de fragmentos oligonucleossémicos de DNA, originados pela quebra
de enzimas endonucleases, ativadas por compostos genotoxicos. A clivagem do
DNA pelas endonucleases de restricdo ocorrem, gerando segmentos de DNA de
200pb ou multiplos (KATSUHARA; KAWASAKI, 1996), os quais podem ser
separados utilizando-se eletroforese em gel de agarose (DOORN;
WOULTERING, 2005; 2010), originando um padrdo do gel denominado DNA
laddering (ANDRADE-VIEIRA et al., 2011). Embora a morte celular tenha sido
demonstrada nas outras analises, o padrdo de DNA laddering ndo foi obsevado
no gel de agarose, nem mesmo fragmentacdo aleatoria no genoma de L. sativa
exposto ao Oleo essencial de B. citriodora (Figura 5). Assim, sugere-se que a
fragmentacdo do DNA observada apenas no teste de TUNEL foi aleatoria, e que

os fragmentos gerados foram muito pequenos e em quantidade nado significativa,
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o que torna dificil a visualizacdo e identificacdo de arraste no gel. Ndo obstante,
os resultados obtidos com os outros testes reforcam a genotoxicidade do 6leo

essencial e inducdo de morte celular.

1500bp

500bp

300bp
200bp

100bp

Figura 5 Gel de eletroforese para avaliagdo da fragmentacdo do material
genético. P= padrdo de DNA; C= controle.

Miranda et al. (2015) avaliaram o efeito bioldgico dos 6leos essenciais
extraidos de folhas de capim-limao (Cymbopogon citratus), alfavaca (Ocimum
gratissimum L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e dos compostos citral,
eugenol e cineol sobre a germinacéo e vigor de aquénios de alface. Esses autores
observaram que o0s Gleos essenciais de capim-limdo e alfavaca apresentaram
potenciais alelopéaticos que podem ser atribuidos aos contetdos dos respectivos
constituintes majoritarios, citral e eugenol, indicando, assim, uma possivel
atividade para o 6leo essencial de B. citriodora estudado no presente trabalho. Ja
o efeito alelopatico do 0Oleo essencial de manjericdo é consequéncia do efeito

conjunto de todos 0s componentes.
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Estudos de Miranda et al. (2014) afirmam que os 6leos essenciais ricos em
monoterpenos afetam a germinacdo e crescimento de plantas, por causarem
modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas nos vegetais, como as inibi¢cdes da
cadeia respiratéria da matriz mitocondrial isolada, alteracdo da integridade das
membranas das células, deterioracdo das ceras cuticulares, aumento da
transpiracdo, peroxidacdo lipidica, danos aos microtubulos e inibicdo da mitose.
Esses ultimos efeitos de compostos monoterpénicos em plantas estdo
relacionados a progressao da divisdo celular e a alteracdes, acessadas como
endpoints de ensaios de citogenotoxicidade com modelos vegetais.

Estudos realizados por Grana et al. (2013), avaliando o efeito do citral
no desenvolvimento de raizes de Arabidopsis thaliana, observaram alteracdes na
divisdo celular, espessamento na parede celular e reducGes na comunicacao
intercelular, confirmando a fitotoxicidade do composto. De acordo com
Chaimovitsh et al. (2012), a germinacdo das sementes e o desenvolvimento de
plantulas sdo inibidos na presenca de citral, ocasionando danos nos microtabulos
tanto em células vegetais quanto animais em intérfase. Assim, pode-se atribuir
os efeitos citogenotoxicos do Oleo essencial de B. citriodora, descritos no
presente estudo, ao seu constituinte majoritario citral.

Com base nas informacdes obtidas neste trabalho e nas pesquisas
realizadas por Andrade, Davide e Gedraite (2010), Andrade-Vieira et al. (2014),
Aragdo et al. (2015), Palmieri et al. (2014) e Sousa e Viccini (2011), verifica-se
gue os testes com L. sativa permitem detectar os efeitos genotdxicos e
mutagénicos presentes em poluentes, extratos e éleos essenciais. Além disso, é
possivel avaliar varios pardmetros genéticos e os mecanismos de acdo dos
agentes testados sobre o DNA do organismo exposto. Esses ensaios fornecem
importantes informagdes para a selecdo de agentes mutagénicos e seus

resultados podem ser usados como proposi¢Bes para outros sistemas teste.



190

4 CONCLUSAO

O oleo essencial de B. citriodora, tendo o citral como composto
marjoritario (>90%), apresentou efeito sobre células meristematicas de L. sativa,
demonstrando efeitos clastogénicos e aneugénicos.

O 6leo induziu alterag6es no ciclo celular e no contetido de DNA, além
de ativar a morte celular das células expostas.

O Oleo essencial da espécie B. citriodora apresentou efeitos
citogenotoxicos, constituindo-se promissora fonte para a prospeccdo de

compostos biologicamente ativos.
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ARTIGO 5

EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Melaleuca alternifolia, M.
quinquenervia E Backhousia citriodora NA SINTESE DE OCRATOXINA A
POR Aspergillus niger E A. carbonarius isolados DE UVAS VINIFERAS
TROPICAIS
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RESUMO

Atualmente, o desenvolvimento de fungos em alimentos e a subsequente
contaminacdo desses por micotoxinas constituem um problema de sadde publica.
Uma alternativa para reduzir a contaminagdo dos alimentos por ocratoxina A
(OTA) é a utilizacdo de oOleos essenciais (OEs). O objetivo desta pesquisa foi
estudar a influéncia dos OEs extraidos das folhas de Melaleuca alternifolia,
M.quinquenervia e Backhousia citriodora sobre a sintese de OTA por
Aspergillus carbonarius e A. niger. A extracdo dos OEs foi realizada pelo
método de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de Clevenger modificado com
duracdo de 2 horas, sendo posteriormente, analisados por GC/EM e GC-DIC. O
potencial toxigénico dos 6leos (31,25; 15,62 e 7,81 ug mL™) foi avaliado por
meio da inibi¢do da producdo de OTA pelos fungos Aspergillus carbonarius e A.
niger em meio de cultura agar Czapeck. A quantificacdo da toxina foi realizada
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de
fluorescéncia e separacdo por coluna C18. Os constituintes majoritarios
encontrados no OE de M. alternifolia foram y-terpineno (19,30%) e terpinen-4-
ol (56,80%). O OE de M. quinguenervia apresentou como constituintes
majoritarios 0s compostos a-pineno (61,37%) e linalol (22,08%). No OE de B.
citriodora, foi encontrado o citral (91,19%) como constituinte principal. Foram
observadas diferencas no nivel de producdo de OTA, dependentes da espécie
fangica, da temperatura de incubagdo (15 e 25°C) e da presenca dos O6leos
essenciais. Nos ensaios realizados a 15°C, verificou-se que os 6éleos propiciaram
reducdo de OTA variando de 56,70 a 76,93% e de 54,78 a 98,68%, para as
espécies fungicas A. carbonarius e A. niger, respectivamente. A 25°C, as
reducdes variaram de 38,66 a 75,93% e de 17,94 a 71,79% para 0s respectivos
fungos. Dessa forma, é necessaria a realizacdo de ensaios in vivo utilizando-se 0s
6leos essenciais nos produtos alimenticios, susceptiveis a contaminacdo por
fungos produtores de OTA, para confirmar a eficiéncia desses 6leos.

Palavras-chave: Produtos naturais. Fungi. Micotoxinas.
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ABSTRACT

Currently, the development of fungi in food and subsequent mycotoxin
contamination from these constitutes a major public health problem. An
alternative to reduce food contamination by ochratoxin A (OTA) is the use of
essential oils (EOs). The objective of this research was to study the influence of
EOs extracted from the leaves of Melaleuca alternifolia, M. quinquenervia and
Backhousia citriodora on OTA synthesis by Aspergillus niger and A.
carbonarius. The EO extraction was performed through hydrodistillation
method, using a modified Clevenger apparatus, lasting 2 hours, then analyzed by
GC/MS and GC-FID. The toxigenic activity of essential oils (31.25; 15.62 and
7.81 mg L™) was evaluated by inhibiting the production of OTA by Aspergillus
niger and A. carbonarius in Czapeck agar medium. The quantification of the
toxin was performed by high-performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detection and separation by C18 column. The major constituents
found in M. alternifolia EO were y-terpinene (19.30%) and terpinen-4-ol
(56.80%). The M. quinquenervia EO presented as major compound constituents
a-pinene (61.37%) and linalool (22.08%). In the EO of B. citriodora citral was
found (91.19%) as the main constituent. There were differences in OTA
production level, depending on the fungal species, the incubation temperature
(15 and 25°C) and the presence of the essential oils. In tests carried out at 15°C,
it was found that the oils have led OTA reduction ranging from 56.70 to 76.93%
and from 54.78 to 98.68% for the fungal species A. niger and A. carbonarius,
respectively. At 25°C, reductions ranged from 38.66 to 75.93% and from
17.94% to 71.79% for the respective fungi. Thus, it is necessary to carry out in
vivo assays using essential oils in food products susceptible to contamination by
OTA producing fungi to confirm the effectiveness of these oils.

Keywords: Natural products. Fungi. Mycotoxins.
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1 INTRODUCAO

Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios obtidos das plantas,
constituidos principalmente de mono, sesquiterpenos e fenilpropanoides,
compostos que conferem suas caracteristicas organolépticas. Possuem grande
aplicacdo na perfumaria, em cosméticos e alimentos (Bl1ZZO; HOVELL,;
REZENDE, 2009).

O dleo essencial obtido da planta Melaleuca alternifolia, espécie nativa
da Australia, é empregado, em grande parte, devido as suas propriedades
antimicrobianas, sendo incorporado como ingrediente ativo em muitas
formulagbes topicas utilizadas para o tratamento de infecgbes cutaneas
(CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).

Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.T. Blake (Myrtaceae) apresenta
ampla variacdo na constituicdo quimica do seu Oleo essencial (diferentes
quimiotipos), sendo descritos como constituintes majoritarios E-nerolidol e
viridifloral, indicando, assim, distintas potencialidades biologicas (PADOVAN
et al., 2010).

A espécie Backhousia citriodora, conhecida como murtdo-limao,
apresenta propriedades antifngicas, que podem ser decorrentes da acdo do
citral, constituinte majoritario do dleo essencial (80-98%) (LAZAR-BAKER et
al., 2011).

Os fungos, durante o seu ciclo de vida, conseguem metabolizar e
sintetizar uma série de compostos organicos com carater maléfico. O elevado
indice de contaminacdo dos alimentos por esses micro-organismos tem gerado
perdas significativas a industria, pois além da deterioracdo, esses micro-

organismos produzem micotoxinas.
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Aspergillus carbonarius e A.niger podem produzir, por meio do seu
metabolismo secundério, a ocratoxina A (OTA), uma micotoxina que tem sido
detectada em varios tipos de alimentos, tais como cereais, café, feijao, frutas
secas, uvas, vinhos e produtos derivados desses; possui efeitos nefrotoxicos,
cancerigenos, imunotoxicos, teratogénicos e genotoxicos nos animais testados
(GARCIA et al., 2011). Entre os fatores abidticos, a temperatura pode afetar o
crescimento e a producdo da OTA pelo fungo. Esses organismos requerem
temperatura 6tima para o seu crescimento, que pode distinguir da temperatura
para a producdo da toxina (MAGAN; MEDINA; ALDRED, 2011).

Assim, a exploracdo da atividade bioldgica dos 6leos essenciais pode
constituir uma forma alternativa no controle de micro-organismos, visando a
minimizar os efeitos adversos dos aditivos sintéticos utilizados como
conservantes nos alimentos.

O objetivo neste trabalho foi avaliar os efeitos dos 6leos essenciais de
M. alternifolia, M. quinguenervia e B. citriodora na sintese de OTA por A.

carbonarius e A. niger em duas condicdes distintas de incubacéo, a 15 e 25°C.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracdo e composicao quimica dos dleos essenciais

As plantas M. alternifolia e M. quinquenervia foram coletadas na
Fazenda Guapiara, municipio de Aiuroca-MG/Brasil. A espécie B.citriodora foi
obtida no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras-MG/Brasil. O material vegetal foi coletado pela manha, em um
dia sem precipitacao.

As folhas sadias foram selecionadas e picadas. Empregou-se a técnica de
hidrodestilacdo, utilizando-se um aparelho de Clevenger modificado, destilando-
se por 2 horas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
ANVISA, 2010). O hidrolato foi centrifugado a 965,36 g por cinco minutos. Os
Oleos essenciais obtidos foram armazenados em vidro &mbar e mantido sob
refrigeracao.

A andlise quantitativa e a identificacdo dos constituintes dos 06leos
essenciais foram realizadas na Universidade Federal de Sergipe (UFS).

As andlises quantitativas foram realizadas utilizando-se um
cromatdgrafo gasoso equipado com detector de ionizacdo de chamas (DIC)
Shimadzu GC-17A, sob as seguintes condi¢bes operacionais: coluna capilar de
silica fundida ZB-5MS (5% dimetilpolisiloxano) com 30 m x 0,25 mm i.d. x
0,25 pm de filme, usando He como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL min™. A
temperatura foi mantida a 50 °C por 2 min, depois aumentada 4 °C min™, até
atingir 200 °C. Em seguida, aumentada 15 °C min™, até atingir 300 °C,
mantendo-se essa temperatura constante por 15 min; a temperatura do injetor foi
250°C e a temperatura do detector, de 280°C. Foi injetado um volume de 0,5 pL

da diluicdo do 6leo essencial em acetato de etila.
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A andlise qualitativa foi realizada em cromatégrafo a gas acoplado a
espectrometro de massa CG/EM (Shimadzu, modelo QP 5050A), equipado com
coluna capilar de silica fundida (J&W Scientific) (5%-fenil-95%-
dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm d. i. 0,25 um de filme, usando He como
gas de arraste, com fluxo de 1,2 mL min™. As condicBes cromatograficas da
analise foram as mesmas utilizadas para CG/DIC. As condi¢fes do EM foram
detector de captura ibnica operando por impacto eletrnico e energia de impacto
de 70 eV; velocidade de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos s e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da. Utilizou-se
também, para a identificacdo dos constituintes, a comparacao de seus indices de
retencdo com os da literatura. O indice de retencédo foi calculado empregando-se
a equacdo de Van den Dool e Kratz (1963), em relacdo a uma série homdéloga de
n-alcanos (nCy-nCyg). Também foram utilizadas duas bibliotecas, NIST107 e
NIST21, que permitem a comparacdo dos dados dos espectros com agueles

existentes nas bibliotecas.

2.2 Atividade dos 6leos essenciais na sintese de ocratoxina A

O efeito ocratoxigénico dos bleos essenciais foi avaliado pelo método
descrito por Wang et al. (2012), por meio da inibi¢cdo da producdo de ocratoxina
A por fungos A. carbonarius (CCDCAL110) e A. niger (CCDCA101) em meio de
cultura. Para a obtencdo do in6culo, os isolados fangicos, obtidos do acervo da
Colecdo de Cultura de Micro-organismos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (UFLA), foram transferidos para placas contendo o meio de cultura
agar Czapeck e incubados a 25°C por 7 dias. ApGs esse periodo, preparou-se a
suspensdo de esporos em agua destilada estéril contendo 0,5% de Tween 80. A
camara de Neubauer foi utilizada para a determinacdo da concentracéo final de

esporos (107 esporos mL™).
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O plaqueamento foi realizado inoculando-se 10 pL da suspensdo de
esporos no centro da placa contendo o meio Agar Czapeck (CYA) adicionado de
diferentes concentracdes dos 6leos essenciais diluidos em dimetilsulfoxido
(DMSO). Utilizaram-se os controles (fungo e fungo + DMSO) e trés
concentracdes dos 6leos (31,25; 15,62 e 7,81 pg mL™), sendo duas abaixo da
concentragdo minima inibitoria (CMI), determinada em testes preliminares. As

placas foram incubadas em BOD a 15 e 25 °C, no escuro, por 10 dias.

2.2.1 Extragdo da OTA das culturas flngicas

A ocratoxina A foi extraida de acordo com o método de Passamani et al.
(2014). Inicialmente, trés plugs da colénia foram removidos da éarea interna,
meio e borda de cada colénia no décimo dia do periodo de incubacdo. Esses
plugs foram pesados e depositados em tubos de ensaio envolvidos por papel-
aluminio, com posterior adicdo de metanol (1 mL). Os tubos foram agitados
vigorosamente por 5 segundos e mantidos a temperatura ambiente por 60
minutos. Os extratos foram filtrados em unidades filtrantes de PTFE
(politetrafluoretileno) (0,22 um) (Millipore) e, entdo, analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU 20A3,
interface modelo CBM-20A injetor automatico modelo SIL-10AF e detector de
fluorescéncia RF-10 AXL. A coluna usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4,6 x 250 mm, 5um) conectada a uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse
XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5mm, 5um). Os comprimentos de onda utilizados
foram: excitagdo de 332 nm e emissdo de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a

anélise foi de 0,8 mL min™e o volume injetado das amostras e do padréo foi de
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20 pL. A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1 (metanol:
acetonitrila: 4gua: acido acético).

A quantificagio da OTA nas amostras foi realizada por meio de
padronizacdo externa. Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram
estimados por meio dos parametros obtidos para a curva analitica construida,
sendo calculados pelas respectivas relagdes matematicas: LD = 3DP/m e LQ =
10DP/m (em que, DP = estimativa do desvio padrdo da linha de regressdo e m =
coeficiente angular da linha de calibracdo) (HARRIS, 2008). Para estes, foram
encontrados os valores de 0,0004 ¢ 0,0016 pg g*, respectivamente. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, enquanto as solucdes padrdo de OTA
foram injetadas em triplicata. Utilizou-se o teste Scott-Knott., ao nivel de 5% de
significancia, para avaliar a diferenca da redugdo de OTA entre os ensaios
(FERREIRA et al., 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os efeitos dos 6leos essenciais sobre a producdo de ocratoxina A por A.

carbonarius e A. niger, avaliados nas temperaturas de 15 e 25°C, estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Efeito de dleos essenciais (%) na reducdo da sintese de OTA.

Fungos
A. carbonarius A. niger
Tratamentos 15°C 25°C 15°C 25°C
DMSO 12,99 0,00 0,00 0,00
M. 7,81 70,23a 38,66a  97,68a  56,41b
alternifolia 15,62 57,60a 61,05a 54,782  17,94e
(ug mL™) 31,25 73,83a 7593  84,16a  71,7%
M. quinquenervia 7,81 68,12a 59,95a 83,16a 0,00 f
(Mg mL™ 15,62 66,80a 57,22a  92,41a  35,89c
31,25 60,32a 55,93a 83,49  25,64d
B. citriodora 7,81 68,16a 59,67a 89,43a 0,00 f
(Mg mL™ 15,62 76,93a 73,20a  87,79a  0,00f

31,25 68,57a 71,53a 98,68a 15,38e
Valores de reducdo (%) calculados considerando-se o controle fangico como 100%.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente entre si a
5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Foi observado que a temperatura de 25°C propiciou uma maior
diminuicdo na producdo de OTA para ambos os fungos. Houve reducdo de,
aproximadamente, 8,77 (15°C) a 2,09 pg g™ (25°C) e de 0,300 (15°C) a 0,039 pg
g* (25°C), para os fungos A. carbonarius e A. niger, respectivamente.
Geralmente, a producdo de OTA por A. carbanarius é maior do que A. niger, 0
que ¢é justificado pelo comportamento especifico dos isolados testados.

Segundo Magan, Medina e Aldred (2011), os fatores mais importantes
que influenciam o crescimento, a esporulacdo e a produgdo da toxina pelo fungo

sdo temperatura e atividade de agua. Passamani et al. (2014), avaliando o efeito
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de fatores abidticos na producgdo de OTA, observaram maiores concentragdes de
toxina para A. carbonarius e A. niger (10 e 7,0 pg g-' , respectivamente) em
condicOes de stress, a 15°C, ocorrendo niveis reduzidos a 25°C, corroborando 0s
resultados obtidos no presente trabalho.

Pelos dados apresentados na Tabela 1, verificou-se que os OEs, nos
ensaios realizados a 15°C, propiciaram reducdo de OTA variando de 56,70 a
76,93% e de 54,78 a 98,68%, para as espécies fungicas A. carbonarius e A.
niger, respectivamente. Ao passo que, nos ensaios a 25°C, as reducdes variaram
de 38,66 a 75,93% e de 17,94 a 71,79% para os respectivos fungos.

Dados obtidos previamente (Tabela 2) mostram que o 6leo essencial de
M. alternifolia apresenta como constituintes majoritarios os compostos terpinen-
4-0l (56,80%), y-terpineno (19,30%) e p-cimeno (9,84%). No 6leo de M.
quinguenervia, sdo encontrados a-pineno (61,37%) e linalol (22,08%) como
compostos principais; ao passo que o 6leo extraido das folhas de B. citriodora é
constituido, em maior proporcao, pelo componente citral (91,19%). Embora os
6leos apresentem uma composicdo quimica distinta, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre 0s mesmos e suas concentragfes, com excecdo do
6leo de M. alternifolia, que apresentou maior porcentagem de reducdo da
micotoxina para A. niger, incubado a 25°C e o 6leo de B. citriodora, que

apresentou menor reducdo, nessas condicdes.
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Tabela 2 Composi¢do quimica dos Oleos essenciais de B. citriodora, M.
alternifolia e M. quinquenervia.

Composto IRcal IRlIit BK M1FL M2FL
Isobutil-isobutirato 904 908 - - 0,90
a-Pineno 929 932 - 2,72 61,37
B-Pineno 970 974 - - 1,53
a-Felandreno 996 1002 - - 1,59
a-2-Careno 1009 1001 - 5,47 -
p-Cimeno 1017 1020 - 9,84 3,24
Limoneno 1021 1024 - - -
1,8-Cincole 1024 1026 - - 0,05
1,8-Cineol 1026 1025 - - -
Linalol 1095 1092 - - 22,08
endo-Fenchol 1107 1114 - - -
exo-Fenchol 1108 1118 - - 0,46
6-Canfenol 1119 1111 - - -
trans-Pinocarveol 1134 1135 - - 1,40
y-Terpineno 1052 1054 - 19,30 -
Pinocarvona 1158 1160 - - 1,00
Borneol 1161 1165 - - -
Terpinen-4-ol 1177 1174 - 56,80 -
a-Terpineol 1186 1188 - 2,58 -
Mirtenol 1191 1194 - - -
Neral 1236 1235 39,82 - -
Geranial 1266 1264 51,37 - -
Total (%) 91,19 96,71 93,62

IR cal. — Indice de retencdo calculado; IR lit. — Indice de retencdo da literatura;

BK- 6leo essencial das folhas de B. citriodora M1FL- 6leo essencial das folhas de
M. alternifolia; M2FL- 6leo essencial das folhas de M. quinquenervia.

Jersek et al. (2014), estudando a atividade dos OEs obtidos do tomilho
(Origanum vulgare L.), menta (Mentha piperita L.), erva-doce (Foeniculum
vulgare Mill.) e do pinheiro (Abies alba Mill.) também constataram a
importancia desses produtos na redugcdo de OTA por Penicillium
verrucosum. Afirmam que a combinagdo de mono e sesquiterpenos, classes de
compostos encontradas nos OEs obtidos no presente estudo, favorece a inibigdo

do crecimento e da produgdo de toxinas pelos fungos.
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Estudos de Sonker et al. (2014) confirmam que o 6leo essencial de
Cymbopogon citratus (DC.), constituido por 92,28% do composto citral,
também atua na reducdo de micotoxinas produzidas pelos fungos A. niger, A.
flavus e A. ochraceus. Terzi et al. (2007), investigando o efeito do 6leo essencial
de M. alternifolia e seus constituintes majoritarios, terpinen-4-ol, y- terpineno e
1,8-cineol sobre Pyrenophora graminea, Fusarium graminearum e F.
culmorum, observaram que o constituinte terpinen-4-ol foi 0 mais eficiente na
reducdo do crescimento micelial das espécies fangicas. Assim, sugere-se que 0s
compostos citral e terpinen-4-ol possam ser 0s responsaveis pela atividade
antiocratoxigénica de B. citriodora e M. alternifolia, respectivamente.

De acordo com Sokoli¢-Mihalak et al. (2012), os mecanismos de agédo
dos dleos essenciais sobre os fungos ainda ndo estdo totalmente elucidados.
Alguns agentes antifingicos atuam na biossintese do ergosterol das hifas dos
fungos (componente lipidico fangico); a auséncia desse componente induz o
colapso da celula fangica (micélio) e a interrupcdo do crescimento micelial
(corpo fangico) (HUA et al., 2014).

Yamamoto-Ribeiro et al. (2013), estudando o efeito do OE de Zingiber
officinale (gengibre) sobre o fungo Fusarium verticillioides, observaram um
aumento na producdo de ergosterol utilizando-se a concentracdo de
1000 pg mL™ e inibicdo de 57 e 100% nas concentracbes de 4000 e
5000 pg mL™, respectivamente. De acordo com Lucini et al. (2006), alguns
compostos podem ocasionar a peroxidagdo lipidica em fungos, o que induz uma
resposta adaptativa, reprogramacao de expressdo génica para proteger a estrutura
da parede celular e, consequentemente, aumento na biossintese do ergosterol.

Hua et al. (2014), avaliando o efeito de éleos essenciais e de alguns
compostos sobre o crescimento de Aspergillus ochraceus e na producdo de
OTA, verificaram que o composto citral ndo inibiu a sintese de ergosterol nas

concentragdes de 25 a 150 pg mL™: no entanto, a biossintese foi influenciada
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por ele na concentracdo de 200 pg mL™. Foi observada total inibicio na
producio de OTA para 0 monoterpeno nas concentracdes de 75 a 200 pg mL™,
diferindo-se dos resultados obtidos neste trabalho. Entretanto, ressalta-se que as
concentracdes utilizadas pelos autores sdo superiores aquelas utilizadas nos
ensaios para os OEs, assim como diferentes espécies fungicas foram utilizadas
no presente trabalho. Além disso, o 6leo essencial de B. citriodora, por exemplo,
é constituido pelo componente majoritario citral, havendo a presenca de
compostos minoritarios que poderdo influenciar a atividade do 6leo.

De fato, sugere-se que a atividade do citral encontrada por Hua et al.
(2014) na reducdo da produgdo da micotoxina ndo é decorrente da diminuigao da
massa fingica, mas pode estar relacionada a supressao da transcricdo de genes
da biossintese de OTA, como o gene policetideo sintase (pks), responsavel pela
sintese da diidroisocumarina e envolvido nos primeiros passos da via de
formacdo da ocratoxina A no metabolismo de A. carbonarius (GALLO et al.,
2014) e A. niger (CASTELLA et al., 2015).

Contudo, sugere-se a utilizacdo de Oleos essenciais nos produtos
alimenticios susceptiveis a contaminacgdo por fungos produtores de OTA, sendo
necessaria a realizacdo de ensaios in vivo para confirmar a eficacia desses 6leos;
devem ser avaliados toxicologicamente para atestar a seguranca de seu uso no
consumo humano. Em adicdo, as analises nos produtos alimenticios irdo trazer
informacBes sobre possiveis alteracbes nas propriedades organolépticas

mediante a adigao dos 6leos.
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4 CONCLUSAO

Os dleos essenciais de M. alternifolia, M. quinquenervia e B. citriodora
influenciaram a producdo de OTA pelos fungos A. carbonarius e A. niger.

Nos ensaios realizados a 15°C, verificou-se que os Oleos propiciaram
redugdo de OTA variando de 56,70 a 76,93% e de 54,78 a 98,68%, para as
espécies fungicas A. carbonarius e A. niger, respectivamente. A 25°C, as
reducdes variaram de 38,66 a 75,93% e de 17,94 a 71,79% para 0s respectivos

fungos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagdo dos Oleos essenciais apresenta-se de maneira
multidisciplinar devido a grande variedade de a¢Bes bioldgicas, bem como por
sua aplicabilidade em diversas areas.

Os bioensaios citogenéticos utilizando plantas como organismo teste
possibilitaram a avaliacdo dos mecanismos de agdo dos compostos presentes no
6leo essencial de B. citriodora sobre 0 DNA do organismo exposto. Esses testes
representam uma combinacdo de métodos eficiente para realizacdo de um
screening de citogenotoxidade, podendo extrapolar os resultados para humanos e
demais organismos.

Contudo, os ensaios com células humanas auxiliaram na compreensao
do mecanismo de indugdo de morte, observando-se diminui¢do da multiplicacéo
celular e alteraces no ciclo celular, sugerindo a inducdo de morte celular por
apoptose para celulas das linhagens HepG2 e HT144 tratadas com o 6leo
essencial de B. citriodora.

Adicionamente, 0s ensaios com eritrécitos humanos permitiram avaliar a
toxicidade dos Oleos essenciais de B. citriodora, M. alternifolia e M.
quinguenervia, embora ndo possam ser comparados as céelulas normais, por
exemplo, pois possuem uma estrutura diferente, mecanismos de acao distintos e
ndo possuem material genético.

A habilidade do estresse oxidativo em provocar apoptose por meio de
extenso dano celular tem sido associada com peroxidacao lipidica e alteragdes
nas proteinas do nlcleo. Assim, a atividade dos 6leos essenciais evidenciada em
alguns ensaios antioxidantes permite associar & reducdo dos radicais livres, com

consequente diminuicdo do estresse oxidativo.
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Além disso, a atividade demonstrada pelos 6leos essenciais ao diminuir
a sintese de ocratoxina A indica, consequentemente, uma reducdo no processo
de carcinogénese decorrente da acdo da micotoxina.

Dessa forma, os resultados obtidos propiciam a utilizacdo comercial das
espécies em estudo e a realizacdo de novos estudos envolvendo atividades
biol6gicas mais avangadas. Sugere-se a avaliacdo in vivo da eficacia terapéutica

e seguranca dos 6leos essenciais para 0 consumo humano.
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APENDICE A — Cromatograma dos 6leos essenciais das plantas estudadas
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Figura 1A Cromatograma do Oleo essencial das folhas de Backhousia
citriodora, constituido pelos compostos (1) neral e (2) geranial.
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Figura 2A Cromatograma do Gleo essencial das folhas de Melaleuca alternifolia,
constituido pelos compostos (1) a-pineno, (2) a-2-careno, (3) p-
cimeno, (4) y-terpineno, (5) terpinen-4-ol e (6) a-terpineol.
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Figura 3A Cromatograma do Oleo essencial dos frutos de Melaleuca
alternifolia, constituido pelos compostos (1) a-pineno, (2) p-
cimeno, (3) terpinen-4-ol e (4) a-terpineol.
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Figura 4A Cromatograma do Oleo essencial das folhas de Melaleuca
quinguenervia, constituido pelos compostos (1) isobutil-
isobutirato, (2) a-pineno, (3) B-pineno, (4) a-felandreno, (5) p-
cimeno, (6) 1,8-cincole, (7) linalol, (8) exo-fenchol, (9) trans-
pinocarveol e (10) pinocarvona.
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Figura 5A Cromatograma do Oleo essencial dos frutos de Melaleuca
quinguenervia, constituido pelos compostos (1) isobutil-
isobutirato,  (2) a-pineno, (3) P-pineno, (4) p-cimeno, (5)
limoneno, (6) 1,8-cineol, (7) linalol, (8) endo-fenchol, (9) 6-
canfenol, (10) trans-pinocarveol, (11) borneol, (12) terpinen-4-ol,
(13) a-terpineol e (14) mirtenol.
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APENDICE B- Cromatograma da ocratoxina
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Figura 1B Cromatograma do padrdo da OTA.
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