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1. INTRODUGAO

Os oOleos essenciais (OE) sdo uma mistura complexa composta por
metabdlitos secundarios produzidos por plantas, a partir de diversos métodos de
extracdo (AL-GHANAYEM et al., 2022). Para a obtengdo dos OE, algumas
variaveis influenciam diretamente a composicao destes, como as diferentes partes
anatdbmicas utilizadas, a idade da planta e localizagdo geografica (REICHLING,
2021). Dessa forma, os OE possuem uma complexa composi¢ao quimica, que em
sua maioria inclui a presenca de terpenos, fendis e outros compostos aromaticos.
A presencga dessas moléculas aromaticas |hes confere propriedades terapéuticas
distintas, na qual essa variabilidade na composicdo pode resultar em diferentes
efeitos quando em contato com células vivas, necessitando de um estudo da
bioprospeccdo dos OE em diferentes segmentos (ALVAREZ-MARTINEZ et al.,
2021).

No contexto da industria farmacéutica, a avaliacdo da atividade citotéxica
dos OE desempenha um papel fundamental no processo de descoberta de novos
farmacos,devido a crescente busca por terapias alternativas e novos compostos
naturais com potencial medicinal. No entanto, & crucial identificar quais compostos
sdo eficazes sem causar danos as células saudaveis. A andlise da atividade
citotoxica dos OE envolve a avaliacdo dos efeitos desses compostos nas
estruturas celulares, principalmente em culturas de células humanas ou de outros
organismos-modelo. Essa avaliagdo € crucial para determinar os efeitos
potencialmente prejudiciais ou benéficos dos OE, permitindo uma compreensao
mais completa de suas propriedades farmacoldgicas. Além disso, essa analise
também auxilia na identificagdo de concentragdes seguras de uso, contribuindo
para a seguranca e eficacia dos produtos que os contenham. Os 6leos essenciais
de capim-limao (Cymbopogon flexuosus) e eucalipto (Eucalyptus globulus) sao
amplamente utilizados em diversas areas, como a industria alimenticia,
farmacéutica e de perfumaria, estando presente numa ampla gama de produtos
que entram em contato direto com o organismo humano, sendo indispensavel a
realizacéo de testes e analise de parametros de toxicidade (GALLARDO et al,
2022; (KHAZRAEI et al, 2021).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade citotéxica dos dleos
essenciais citados, através de dois diferentes testes utilizando células de figado
de peixe-zebra (Danio rerio): ensaio de redugdo do MTT (brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio) e o ensaio de captagdo do cloridrato
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de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina (vermelho neutro, VN), que sé&o
métodos rapidos e frequentemente utilizados para medir citotoxicidade.

2. METODOLOGIA

Para os ensaios de citotoxicidade descritos anteriormente foram utilizados
hepatdcitos de zebrafish (Danio rerio), da linhagem ZF-L (Céd. 0256) obtidos do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células desta linhagem
apresentam morfologia epitelial e crescem de forma aderente. As células foram
foram cultivadas e mantidas em meio inativado pelo calor e com
antibidtico/antimicético, armazenadas a 28 °C, sem a necessidade de CO,. A
contagem de células foi realizada calculando-se uma suspensao celular contendo
3x10° células/mL para o plaqueamento. Duas placas de 96 pogos (KASVI®,
Brasil) foram utilizadas para os experimentos, uma referente ao ensaio de
reducdo do MTT e outra referente ao ensaio de captagdo do VN. Cada pogo da
placa foi preenchido com 100 yL da suspensao celular e ambas as placas foram
incubadas (28 °C , 24 h) para as células aderirem aos pogos. A verificacdo da
formagdo de monocamada nos pogos foi realizada no dia seguinte, e os
tratamentos com os dois 6leos essenciais foram realizados em triplicata. Tanto o
O0leo de eucalipto (OEEG) quanto o 6leo de capim limdo (OECL) foram
solubilizados primeiro em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos em PBS, de forma
que a concentracido testada dos OE foi na faixa de 0,5 até 0,001%, apds nove
diluicdes seriadas, com a concentragdo de DMSO nao ultrapassando 0,5% no
meio de cultura. O controle positivo utilizado foi peréxido de hidrogénio a 5% (v/v)
e o controle negativo utilizado foi uma solugéo salina (0.9%). As placas tratadas
foram mantidas em estufa (28 °C, 24 h) sob leve agitagdo para facilitar a entrada
dos compostos teste nas células. Uma solugédo de trabalho de MTT em PBS (1
mg/mL) e uma solugdo de VN (40 yg/mL) foram adicionados em 100 L, e as
placas foram seladas e incubadas por 4 h a 28 °C, abrigadas da acéo da luz. Para
o MTT, o meio contendo o reagente foi descartado e 100 yL de etanol absoluto
foram adicionados em cada pogo. O VN foi descartado e 100 yL de uma solugao
descorante composta por 50% etanol absoluto, 49% agua deionizada e 1% acido
acético glacial foram adicionados em cada pogo. As placas foram mantidas em
incubacao overnight para leitura em leitor de microplaca (Rosys Anthos 2010) na
faixa de 570 nm, em ambos os testes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de MTT permitiu observar a permanéncia da viabilidade celular
apos o tratamento com OECL a partir da quinta diluicdo (2,94 mg/mL), e com o
OEEG a partir da terceira (14,3 mg/mL). Logo, pode-se afirmar que OEEG se
apresenta menos citotéxico para os hepatdcitos do que OECL, pois as células nao
entram em processo de morte celular mesmo em maiores concentragdes. Os
resultados foram comparados com o controle positivo utilizado (H,0,). Uma
viabilidade celular acima de 100% foi obtida para os dois dleos, indicando que,
nestas concentragdes, os compostos ndo foram citotéxicos. Os resultados estéao
dispostos na figura 1.
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Figura 1. Atividade citétoxica de OEEG (direita) e OECL (esquerda) em células
ZF-L pelo ensaio de reducdo do MTT.

Quanto a captacao do VN, os compostos nao exibiram atividade citotéxica
desde a primeira concentragdo. Isso evidencia que os compostos nado sao
capazes de alterar a fungdo lisossomal nas concentracbes testadas. Os
resultados estao dispostos na Figura 2.
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Figura 2. Atividade citotoxica de OEEG (direita) e OECL (esquerda) em células
ZF-L pelo ensaio de captacao do VN.

A alta concentracdo de eucaliptol, observada pela analise quimica por
cromatografia gasosa (dado nao exposto) no OEEG utilizado, pode explicar a alta
viabilidade celular obtida, uma vez que este composto tem uma baixa capacidade
de penetrar as membranas de células eucaridticas, sendo transportado
principalmente por proteinas de transporte (IVANOV et al, 2021). O eucaliptol é
um agente flavorizante de produtos como pastas de dentes, xaropes e
enxaguantes bucais, em parte devido a baixa citotoxicidade deste composto. O
OEEG utilizado nos testes também continha grande concentragdo de compostos
pouco citotéxicos como a-pineno (GAO et al, 2022).

Adukwu et al., (2016) demonstrou que o OECL n&o exibiu citotoxicidade
em concentragbes abaixo de 0,25% (v/v) em fibroblastos dermais humanos
(HDF).Contudo, observou-se uma melhor atividade do composto majoritario do
oleo (citral), com a viabilidade atingindo 80% quando a concentragao de citral



M 92 SEMANA

’v INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUAGAO
' UFPEL 2023

atingiu 0,03% nas células utilizadas. Neste estudo foi obtido um resultado
semelhante, onde a viabilidade celular foi maior em concentragbes inferiores a
0,25% de OECL em ZF-L. Alguns outros estudos inferem que ha uma relagdo
diretamente proporcional entre a concentracao de citral e geraniol em OECL € o
aumento da citotoxicidade em células eucarioticas (HACKE et al, 2020), sugerindo
que ha um sinergismo com compostos minoritarios que reduzem a citotoxicidade
do OECL. Uma alternativa é utilizar formulagées como nanoemulsées e OECL em
fase gasosa, visando reducdo da citotoxicidade e para trazer estabilidade em
misturas com compostos volateis (DE GODOI et al., 2017).

4. CONCLUSOES

Ambos os ensaios utilizados se mostraram eficazes para a determinagao
da citotoxicidade dos 6leos essenciais utilizados. Estes ensaios sdo uma forma de
realizar uma triagem in vitro de concentragdes de compostos de interesse, que
pode revelar qual o caminho a ser seguido no manejo destes, como por exemplo
a realizacédo de procedimentos que baixem ou estabilizem a citotoxicidade de um
composto.
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