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INTRODUCAO —

A morte celular programada € uma forma fisiolégt morte celular que ocorre
naturalmente. Proporciona um mecanismo de defesagio do qual células lesadas ou
potencialmente perigosas podem ser eliminadas. Goewanismo natural de protecéo,
0S organismos vivos contam com sistemas antio@édantuja finalidade basica é
neutralizar o maximo possivel as espécies rademlageradas fisiologica e
patologicamente. Entretanto, havendo desequilibeittre estes sistemas com
predominio dos agentes pro-oxidantes sobre osxatdintes tem-se o chamado estresse
oxidativo. A busca por antioxidantes em alimentasn@ realidade atual. As frutas tém
sido alvo de muitos estudos, especialmente assfaitacas, ricas em acido ascorbico,
um reconhecido antioxidante. Para estudar o pakaatioxidante dos componentes
presentes em 6leo essencial extraido de frutas-g@aenpregar experimentos sobre
células em cultivo e sistemas biomiméticos de mardr

OBJETIVO

Testar o potencial citotéxico e/ou antioxidante aleo essencial extraido de cascas
frescas deCitrus reticulata em células normais mantidas em cultura, pés-irmuig
estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio eagéa sob sistemas biomiméticos de
membrana.

METODOLOGIA

As cascas frescas de mexerica foram removidas rmaeuni com a utilizacdo de uma
faca. A obtencdo do Oleo essencial foi realizadlm peétodo de arraste a vapor,
utilizando sistema Clevenger. Para estudos delnable celular frente a 6leo essencial
extraido das cascas frescas@l&us reticulata células de musculo liso de aorta de
coelho foram cultivas em meio DMEN (Dulbecco’'s Mmdi Eagle Medium)
suplementado com 40% de soro fetal bovino e poardibidticos em estufa a 37°C e
atmosfera com 5% de G@ apoOs sequéncia de repiques visando obtencaanderom
adequado de células viaveis foram expostas a ditsyeoncentracdes de Oleo essencial
puro e previamente diluido em etanol. Foi empregamno agente de verificacdo do
potencial antioxidante do Oleo essencial bem corootrole positivo dos testes
realizados o peroxido de hidrogénio a 50 e udD As alteracbes morfologicas e
quantitativas poés-interacdo das células cultivadassubmetidas a diferentes
concentracdes de 0Oleo essencial, de peroxido dedgéidio e da combinacdo dos dois,



foi realizada por microscopia 6tica. A viabilidadelular, por sua vez, em todas as
condicOes testadas, foi determinada pelo métodexdeisdo de Azul de Tripan. Para
determinar a acdo do 6leo essencial sobre sistéonanbético de membrana foram
construidos  lipossomos constituidos por cardiadipin fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, na proporgcéo de 50:30:28peetivamente, 0 que representa um
modelo similar a composicdo da membrana mitocohiierna. Os lipossomos foram
construidos a partir de um filme lipidico previaneepreparado e entdo colocados em
contato com o0s agentes pré-oxidantes e antioxidahtsejados. A oxidacédo lipidica
decorrente foi medida pela determinagdo da coragidr de malondialdeido (MDA)
gerado e avaliada pelo protocolo de de Buege e Auxdificado. Este protocolo se
baseia no fato de que quando uma substancia promadgacado lipidica, liberam-se
compostos que reagem com o acido tiobarbituricoA(¥B hiobarbituric acid-reactive
substances), dos quais 0 mais expressivo € o nmaldedio (MDA). Os compostos
gerados séo entdo definidos como TBARSs.

RESULTADOS

A exposicao das células de musculo listo de a@teoélho as diferentes concentracdes
de 6leo essencial extraido de casca fresdatdes reticulata demonstrou que em altas
concentragcbes o 6leo promove alteracdes morfol$gizes células e promove uma
desintegracdo completa da maioria delas gerandw@rguantidade ddebris no meio

de cultura, similar ao que foi observado para arota positivo em que peréxido de
hidrogénio foi adicionado isoladamente as céludasepeticdo do experimento, porém
agora empregando 6leo essencial previamente dikid@tanol, e, consequentemente
em menores concentracdes, demonstrou uma taxa ndenamorte e desintegracao
celular, bem como a permanéncia da estrutura eotogi& das células. Tais resultados
demonstraram que o 6leo ndo tem efeito citotoxigando em baixas concentracoes,
porém pode promover a morte celular quando purm e@ncentracdes maiores. Em
ambas as condic¢des (6leo puro e previamente d)lindam realizados testes em que as
células foram colocadas em contato com as difesexttiecentracdes de 6leo essencial e
também de peroxido de hidrogénio, visando detemsina capacidade em inibir a acéo
oxidante deste ultimo. Os resultados obtidos detramsque em ambas as condi¢cdes
(6leo puro e previamente diluido) o dleo essendal foi capaz de impedir a acado do
peroxido de hidrogénio, que promoveu, assim comaitum¢do controle (célula +
perdxido) a morte e desintegracdo de um grandemier@ de células. As observacdes
qualitativas feitas por microscopia 6tica e acimlatadas foram reavaliadas utilizando
o teste de exclusdo de Azul de Tripan. Neste, gatwnb, demonstrou-se que para a
condicdo em que foi utilizado 6leo previamente idibuem etanol, as células de fato
permaneceram viaveis em quase que sua totalidade,percentual similar ao
encontrado para a amostra controle composta apEras células em cultura (sem
adicao de oleo e/ou peroxido de hidrogénio). Jaresenca do perédxido de hidrogénio,
houve uma reducéo de quase 50% na viabilidadeélidas, confirmando seu potencial
pro-oxidante e as observacOes feitas pela andlisditajiva microscopica. Nas
condicdes em que o Oleo também estava presenteaawde preservacdo das células
frente a acdo do peroxido, indicando que nas coracgies testadas o 6leo ndo exerceu
atividade antioxidante suficiente para preservagsaiutura e a viabilidade celular.
Paralelamente aos estudos empregando as célulagitema, foram realizados os testes
de lipoperoxidacdo sob sistema biomimético de maner Os resultados obtidos,
apresentados nas duas figuras a seguir, permitiemr igue o 0leo essencial de casca
fresca deCitrus reticulata tem potencial antioxidante tanto na auséncia guaat
presenca de peroxido de hidrogénio sobre sistentelmale membrana mitocondrial



interna representado pelos lipossomos utilizadsgeeeexperimentos. Nota-se também
que os efeitos sdo concentracdo-dependente e qupresanca de peroxido de

hidrogénio como agente indutor de estresse oximlatigrotecdo exercida pelo 6leo em
maiores concentragfes € superior ao simples retooomdicdo de oxidacdo promovida
pelo ar atmosférico. A figura da esquerda represanacdo do Oleo sob o sistema
biomimético empregado, demonstrando que a quamtidad BARs gerado é tdo menor
guanto maior a concentracao de 6leo essenciabukdida direita apresenta o papel do
6leo na diminuicdo da concentracdo de TBARs gegadmdo na presenca de perdxido
de hidrogénio.
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CONCLUSAO

Concluimos através deste trabalho que o 6leo easartraido da casca fresca de
Citrus reticulata apresenta efeito citotoxico quando em altas coragbeés e que nao
tem poder antioxidante quando da presenca de jgerdébe hidrogénio nas condigbes e
células testadas. Paralelamente, demonstra cagacitareduzir os efeitos oxidativos
sobre sistema biomimético de membrana mitocondegbresenca e na auséncia deste
mesmo peroxido.
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