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1. INTRODUGAO

A oliveira (Olea europaea L.) € uma espécie frutifera da familia botanica das
Oleaceae datada de mais de 6.000 anos, cultivada mundialmente e esta presente
em pequenas e grandes propriedades de diversas regides brasileiras (WREGUE
et al.,, 2015, HASHIMI et al., 2015). Esta espécie também ¢é conhecida
popularmente por suas propriedades medicinais, apresentando acidos graxos,
compostos fendlicos e vitamina E em sua composicdo (NUNES et al., 2018),
sendo seu uso descrito na medicina tradicional com o intuito de tratar e prevenir
diabetes (KOMAKI et al.,, 2003), agdo anti-inflamatéria (EIDI et al., 2012) e
também antimicrobiana (GOEL et al., 2016).

Aproximadamente 20% da matéria prima (azeitonas) encaminhadas para a
industria sdo convertidas em azeite, o restante faz parte dos residuos, liquidos e
solidos. Dentre os residuos solidos da industria oleicola obtidos a partir da
extracdo do azeite tem-se o bagago, composto por partes trituradas de epicarpo,
polpa e carogco (ALCAIDE et al.,, 2010), que € descartado pela industria e tem
potencial para ser utilizado em pesquisas quanto a sua atividade antimicrobiana,
sendo necessario para tal o conhecimento da sua toxicidade.

No Brasil, as normas para a realizagao de ensaios toxicolégicos podem ser
obtidas a partir da Resolug&o da Diretoria Colegiada (RDC) n.48/2004 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e na Resolugdo Especifica (RE)
n.90/2004, que uniformiza os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos (ANVISA, 2004a,
2004b). Das diversas etapas do processo de desenvolvimento, os testes pré-
clinicos representam o maior filtro no desenvolvimento de novos compostos
(PALMEIRA FILHO, et al., 2003). Um modelo de avaliagdo de toxicidade que vem
ganhando forga entre os pesquisadores € a de citotoxicidade. Tal modelo utiliza-
se de células de mamiferos, avaliando os danos causados, formagao ou nao de
colonias celulares e a viabilidade celular (ROGERO et al., 2003). A partir dessa
perspectiva o trabalho objetivou testar extrato aquoso do bagago do fruto de Olea
europaea em cultura de células Madin and Darby Bovine Kidney (MDBK) e
estabelecer sua citotoxicidade em diferentes concentragdes.

2. METODOLOGIA
Os extratos aquosos foram obtidos a partir do bagago da azeitona de

quatro variedades de oliveira (arbequina, manzanilla, coratina e koroneiki) cedidos
pela EMBRAPA - Cascata. Foram realizadas infusdo e decocgdo do bagaco
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durante dez minutos, filtrados e posteriormente armazenados em frasco ambar e
refrigerados.

Os testes de citotoxicidade foram realizados a partir de células MDBK
(bovine kidney cells), cultivadas em RPMI-1640 acrescido de L-glutamina, sem
bicarbonato de sédio (pH 7,2) suplementado de penicilina-estreptomicina e
fungizona (PSF) em atmosfera controlada com 5% de CO2, umida e a 37°C, o
efeito citotoxico foi estabelecido a partir do ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-
Sdifeniltetrazolico). Foram utilizadas as diluigdes de 100mg/ml a 0,78mg/ml. O
monitoramento das células foi realizado a partir de um microscopio invertido, e os
resultados expressos em porcentagem de inibicdo de acordo com as células
controle, esta sendo considerada 100%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o grafico (FIGURA 1), observou-se que os compostos que
estavam na concentragdo de 100mg/ml apresentaram baixa viabilidade celular
frente as células MDBK. Ja nas outras concentracbes dos extratos aquosos a
partir de 12,5 mg/ml todo os extratos apresentaram mais de 50% de viabilidade.
Os extratos a partir de 6,25 mg/ml apresentaram alta viabilidade, sendo o de 0,78
mg/ml a concentragdo em que ndo observou-se nenhuma avaria nas células.
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Figura 1: Viabilidade celular de extrato de infusdo do bagaco de Olea europaea
em células MDBK.

Ensaios com vermelho neutro ja foram realizados utilizando células MDBK, o
composto isolado peptideo P34 testado apresentou viabilidade a partir da
concentragao de 1,07 ug/ml, em comparagao com extrato aquoso do bagago de
oliveira possuiu maior toxicidade celular, pois apresentou viabilidade em
concentracdes mais baixas que no extrato da oliveira que apresentou viabilidade
a partir de concentragdes de 12,5 mg/ml (FERNANDES et al., 2013).

Estudos utilizando extratos aquosos de Rosmarinus officinalis testadas em
células MDBK a partir do ensaio por MTT apresentaram viabilidade celular na
concentragdo de 50 ug/ml enquanto que os extratos aquosos de
Origanum vulgare apresentaram na concentragdo de 12,5 ug/ml, ambos extratos
apresentaram concentracdes viaveis mais baixas que a encontrada no presente
estudo com extratos aquosos de oliveira (BLANK et al., 2016). Com a metodologia
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semelhante, extrato hidroalcéolico de prépolis a 15% teve de ser diluido em 200
vezes para obter viabilidade celular, demonstrando que em comparagido com o
extrato aquoso de oliveira, apresentou elevada toxicidade celular. (CUETO et al.,
2010).

Estudos realizados por Pereira et al. (2015) com extratos de oliveira
demonstraram avaria em células da linhagem H460, reduzindo a viabilidade
celular para 83,35£15,18% e 62,37+2,85% nas concentragbes de 400 e 800
pMg/ml, respectivamente, quando comparada ao controle negativo produzindo
morte por apoptose. Apesar do objetivo dos estudos serem diferentes os extratos
sdao da mesma planta, e apresentaram citotoxicidade alta, o que é favoravel em
células tumorais, pois a intensdo € elimina-las e ndo que elas permanegcam
viaveis como no cultivo celular em células MDBK, e atualmente, o estudo de
Pereira et al. (2015) € um dos poucos que realizou o teste de citotoxicidade
utilizando extratos de oliveira.

4. CONCLUSOES

Os extratos de infusdo do bagaco das variedades arbequina, manzanilla, coratina
e koroneiki apresentam viabilidade celular a partir da concentragcéo de 12,5 mg/mi
e seu uso torna-se totalmente seguro e sem inviabilizacdo celular na
concentragao de 0,78 mg/ml.
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