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INTRODUÇÃO –  
A morte celular programada é uma forma fisiológica de morte celular que ocorre 
naturalmente. Proporciona um mecanismo de defesa por meio do qual células lesadas ou 
potencialmente perigosas podem ser eliminadas. Como mecanismo natural de proteção, 
os organismos vivos contam com sistemas antioxidantes, cuja finalidade básica é 
neutralizar o máximo possível as espécies radicalares geradas fisiológica e 
patologicamente. Entretanto, havendo desequilíbrio entre estes sistemas com 
predomínio dos agentes pró-oxidantes sobre os antioxidantes tem-se o chamado estresse 
oxidativo. A busca por antioxidantes em alimentos é uma realidade atual. As frutas têm 
sido alvo de muitos estudos, especialmente as frutas cítricas, ricas em ácido ascórbico, 
um reconhecido antioxidante. Para estudar o potencial antioxidante dos componentes 
presentes em óleo essencial extraído de frutas pode-se empregar experimentos sobre 
células em cultivo e sistemas biomiméticos de membrana.  
 
OBJETIVO  
Testar o potencial citotóxico e/ou antioxidante do óleo essencial extraído de cascas 
frescas de Citrus reticulata em células normais mantidas em cultura, pós-indução de 
estresse oxidativo com peróxido de hidrogênio e sua ação sob sistemas biomiméticos de 
membrana. 
 
METODOLOGIA 
As cascas frescas de mexerica foram removidas manualmente com a utilização de uma 
faca. A obtenção do óleo essencial foi realizado pelo método de arraste a vapor, 
utilizando sistema Clevenger. Para estudos de viabilidade celular frente a óleo essencial 
extraído das cascas frescas de Citrus reticulata células de músculo liso de aorta de 
coelho foram cultivas em meio DMEN (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) 
suplementado com 40% de soro fetal bovino e pool de antibióticos em estufa a 37ºC e 
atmosfera com 5% de CO2 e após sequência de repiques visando obtenção de número 
adequado de células viáveis foram expostas a diferentes concentrações de óleo essencial 
puro e previamente diluído em etanol. Foi empregado como agente de verificação do 
potencial antioxidante do óleo essencial bem como controle positivo dos testes 
realizados o peróxido de hidrogênio a 50 e 100 µM. As alterações morfológicas e 
quantitativas pós-interação das células cultivadas e submetidas a diferentes 
concentrações de óleo essencial, de peróxido de hidrogênio e da combinação dos dois, 



 

foi realizada por microscopia ótica. A viabilidade celular, por sua vez, em todas as 
condições testadas, foi determinada pelo método de exclusão de Azul de Tripan. Para 
determinar a ação do óleo essencial sobre sistema biomimético de membrana foram 
construídos lipossomos constituídos por cardiolipina, fosfatidilcolina e 
fosfatidiletanolamina, na proporção de 50:30:20, respectivamente, o que representa um 
modelo similar à composição da membrana mitocondrial interna. Os lipossomos foram 
construídos a partir de um filme lipídico previamente preparado e então colocados em 
contato com os agentes pró-oxidantes e antioxidantes desejados. A oxidação lipídica 
decorrente foi medida pela determinação da concentração de malondialdeído (MDA) 
gerado e avaliada pelo protocolo de de Buege e Aust  modificado. Este protocolo se 
baseia no fato de que quando uma substância promove oxidação lipídica, liberam-se 
compostos que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBA - Thiobarbituric acid-reactive 
substances), dos quais o mais expressivo é o malondialdeído (MDA). Os compostos 
gerados são então definidos como TBARs. 
 
RESULTADOS 
A exposição das células de músculo listo de aorta de coelho às diferentes concentrações 
de óleo essencial extraído de casca fresca de Citrus reticulata demonstrou que em altas 
concentrações o óleo promove alterações morfológicas nas células e promove uma 
desintegração completa da maioria delas gerando grande quantidade de debris no meio 
de cultura, similar ao que foi observado para o controle positivo em que peróxido de 
hidrogênio foi adicionado isoladamente às células. A repetição do experimento, porém 
agora empregando óleo essencial previamente diluído em etanol, e, consequentemente 
em menores concentrações, demonstrou uma taxa menor de morte e desintegração 
celular, bem como a permanência da estrutura e morfologia das células. Tais resultados 
demonstraram que o óleo não tem efeito citotóxico quando em baixas concentrações, 
porém pode promover a morte celular quando puro e em concentrações maiores. Em 
ambas as condições (óleo puro e previamente diluído) foram realizados testes em que as 
células foram colocadas em contato com as diferentes concentrações de óleo essencial e 
também de peróxido de hidrogênio, visando determinar sua capacidade em inibir a ação 
oxidante deste último. Os resultados obtidos demonstram que em ambas as condições 
(óleo puro e previamente diluído) o óleo essencial não foi capaz de impedir a ação do 
peróxido de hidrogênio, que promoveu, assim como na situação controle (célula + 
peróxido) a morte e desintegração de um grande percentual de células. As observações 
qualitativas feitas por microscopia ótica e acima relatadas foram reavaliadas utilizando 
o teste de exclusão de Azul de Tripan. Neste, quantitativo, demonstrou-se que para a 
condição em que foi utilizado óleo previamente diluído em etanol, as células de fato 
permaneceram viáveis em quase que sua totalidade, em percentual similar ao 
encontrado para a amostra controle composta apenas pelas células em cultura (sem 
adição de óleo e/ou peróxido de hidrogênio). Já na presença do peróxido de hidrogênio, 
houve uma redução de quase 50% na viabilidade das células, confirmando seu potencial 
pró-oxidante e as observações feitas pela análise qualitativa microscópica. Nas 
condições em que o óleo também estava presente não houve preservação das células 
frente à ação do peróxido, indicando que nas concentrações testadas o óleo não exerceu 
atividade antioxidante suficiente para preservar a estrutura e a viabilidade celular. 
Paralelamente aos estudos empregando as células em cultura, foram realizados os testes 
de lipoperoxidação sob sistema biomimético de membrana. Os resultados obtidos, 
apresentados nas duas figuras a seguir, permitem inferir que o óleo essencial de casca 
fresca de Citrus reticulata tem potencial antioxidante tanto na ausência quanto na 
presença de peróxido de hidrogênio sobre sistema modelo de membrana mitocondrial 



 

interna representado pelos lipossomos utilizados nestes experimentos. Nota-se também 
que os efeitos são concentração-dependente e que na presença de peróxido de 
hidrogênio como agente indutor de estresse oxidativo a proteção exercida pelo óleo em 
maiores concentrações é superior ao simples retorno à condição de oxidação promovida 
pelo ar atmosférico. A figura da esquerda representa a ação do óleo sob o sistema 
biomimético empregado, demonstrando que a quantidade de TBARs gerado é tão menor 
quanto maior a concentração de óleo essencial. A figura da direita apresenta o papel do 
óleo na diminuição da concentração de TBARs gerado quando na presença de peróxido 
de hidrogênio. 
 

 
 
CONCLUSÃO 
Concluímos através deste trabalho que o óleo essencial extraído da casca fresca de 
Citrus reticulata apresenta efeito citotóxico quando em altas concentrações e que não 
tem poder antioxidante quando da presença de peróxido de hidrogênio nas condições e 
células testadas. Paralelamente, demonstra capacidade de reduzir os efeitos oxidativos 
sobre sistema biomimético de membrana mitocondrial na presença e na ausência deste 
mesmo peróxido.  
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