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RESUMO GERAL

A laranja sanguinea da variedade Moro (Citrus sinensis (L.) Osbeck) ¢ caracterizada pela
coloragdo vermelho intenso da polpa e se diferencia das demais sanguineas devido aos
elevados teores de antocianinas que possui, sendo essa uma importante forma de
enriquecimento do fruto. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a ativagao das antocianinas
presentes na laranja Moro por meio de refrigeragdo, verificar alteragdes metabodlicas de ratos
obesos e diabéticos tratados com o suco da laranja Moro refrigerada e avaliar as propriedades
antioxidante, antifiingica, antitumoral, citotoxica e genotoxica do 6leo essencial extraido das
cascas das laranjas Moro refrigeradas. As laranjas foram armazenadas por 60 dias a
temperatura de 4 e 8 °C, analisadas periodicamente quanto aos teores de compostos bioativos,
antioxidantes e em relagdo aos parametros de qualidade. Inicialmente, a obesidade foi
induzida por 42 dias e, posteriormente, o Diabetes Mellitus. Apds esse periodo, os animais
foram tratados com o suco da laranja Moro por 28 dias. Durante todo o experimento,
monitoraram-se a massa corporal, o consumo de dgua, ragdo e suco, indice de Lee e glicemia.
Apos a eutanasia, foram realizadas andlises histopatoldgicas, histoldgicas, bioquimicas e
enzimatica. O 6leo essencial das cascas da laranja Moro foi obtido por hidrodestilagdo por 2
horas e caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/EM)
e cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (GC/DIC). A atividade
antioxidante foi avaliada pelos métodos de DPPH, ABTS e B-caroteno. O potencial
antifungico sobre Aspergillus carbonarius e Aspergillus flavus foi avaliado pelo teste de
difusdo em disco. A avaliagdo citotdxica e antitumoral foi realizada por viabilidade celular
sobre as linhagens derivadas de fibroblastos e linhagens neoplasicas de adenocarcinomas de
pulmio, mama e melanoma, respectivamente. A genotoxicidade foi avaliada pelo ensaio
Cometa sobre linhagens derivadas de fibroblastos. A partir de 40 dias de armazenamento,
observou-se um teor crescente de antocianinas até o fim do periodo em temperatura de 8 °C.
O armazenamento influenciou positivamente, com exce¢do da vitamina C, nos teores de
compostos fendlicos e antioxidantes, mas alterou a cor, acidez e pH dos frutos; entretanto, ndo
impossibilitou seu uso comercial. A ingestdo do suco reverteu a maioria das anormalidades
metabolicas exibidas pelos ratos obesos, como perfil bioquimico e massa corporal. Entretanto,
ndo foram observadas melhoras nos animais diabéticos e diabéticos obesos, tornando inviavel
esse modelo de tratamento nessas categorias de ratos. O 6leo essencial da laranja apresentou
alto rendimento de extragdo e ¢ constituido majoritariamente pelo monoterpeno limoneno, nao
apresentando atividade antioxidante pelos métodos avaliados, mas exibiu efeito antiflingico
com concentragdo minima inibitoria de 125 pL mL-! para ambos os fungos. O 6leo essencial
apresentou atividade antitumoral sobre as linhagens de melanoma e auséncia de efeito
citotoxico e genotdxico nas concentragdes avaliadas. A utilizagdo da laranja Moro apresentou
resultados positivos relacionados as atividades biologicas do suco e do dleo essencial,
possibilitando o cultivo e comercializacdo no Brasil. Sugere-se novos estudos em humanos,
testando a eficécia terapéutica do suco no combate a obesidade e novos estudos em matrizes
alimentares e medicamentos, testando os efeitos do 6leo essencial como conservante natural e
no tratamento de cancer.

Palavras-chave: produtos naturais; cianidina-3-glicosideo; sindrome metabodlica; metabolitos
secundarios.



GENERAL ABSTRACT

The blood orange of the Moro variety (Citrus sinensis (L.) Osbeck) is characterized by an
intense red coloration of the pulp and differs from the other blood oranges because of the high
levels of anthocyanins that it possesses, this being an important form of enrichment of the
fruit. In this study, the objective was to evaluate the activation of anthocyanins present in
Moro oranges by means of refrigeration, to verify metabolic alterations of obese and diabetic
rats treated with the juice from refrigerated Moro oranges and to evaluate the antioxidant,
antifungal, antitumor, cytotoxic and genotoxic properties of the essential oil extracted from
the peels of the refrigerated Moro oranges. The oranges were stored for 60 days at 4 and 8 °C,
and analyzed periodically for the content of bioactive compounds and antioxidants and in
relation to quality parameters. Initially, obesity was induced over 42 days and, later, Diabetes
Mellitus. After this period, the animals were treated with Moro orange juice for 28 days.
Throughout the experiment, body mass, water, feed and juice consumption, Lee's index and
glycemia were monitored. After euthanasia, histopathological, histological, biochemical and
enzymatic analyses were performed. The essential oil from the Moro orange peel was
obtained by hydrodistillation during 2 hours, and it was characterized by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS) and gas chromatography with a flame ionization
detector (GC/FID). The antioxidant activity was evaluated by the DPPH, ABTS and -
carotene methods. The antifungal potential against Aspergillus carbonarius and Aspergillus
flavus was evaluated by the disc diffusion test. The cytotoxic and antitumoral evaluation was
performed by the determination of cell viability on the fibroblast-derived lineages and
neoplastic lines of lung, breast and melanoma adenocarcinomas, respectively. Genotoxicity
was assessed by the Comet assay on fibroblast-derived lines. After 40 days of storage, an
higher anthocyanin content was observed until the end of the period at a temperature of 8 °C.
The storage had a positive influence on the levels of phenolic compounds and antioxidants,
except for vitamin C, but it altered the color, acidity and pH of the fruits. However, it did not
make commercial use impossible. Juice intake reversed most of the metabolic abnormalities
exhibited by obese rats, such as biochemical profile and body mass. However, no
improvement was observed in diabetic and obese diabetic animals, making this model of
treatment inviable in these categories of rats. A high extraction yield of the essential oil from
the oranges was obtained, and it was composed mainly of monoterpene limonene. No
antioxidant activity was observed using the evaluated methods, but antifungal effect with a
minimum inhibitory concentration of 125 uLL mL-! for both fungi was found. The essential oil
had no antitumor activity on the melanoma lines and an absence of cytotoxic and genotoxic
effect in the evaluated concentrations. Presented positive results related to the biological
activities of juice and essential oil were obtained with the use of Moro oranges, making
possible the cultivation and commercialization in Brazil. New human studies are being
performed involving the testing of the therapeutic efficacy of the juice in combating obesity,
and new studies in food matrices and drugs to test the effects of the essential oil as a natural
preservative and for the treatment of cancer are being planned.

Keywords: natural products; cyanide-3-glycoside; metabolic syndrome; secondary
metabolites.
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizagao de produtos naturais, fonte de substancias bioativas capazes de melhorar
as fungdes do organismo, tem sido amplamente estudada nas Ultimas décadas. Dentre essas
fontes, destacam-se as frutas ricas em antioxidantes, que podem desempenhar um papel
protetor diante de uma série de doencas. Enquadram-se nesse contexto as laranjas sanguineas
da variedade Moro (Citrus sinensis (L.) Osbeck), por apresentam grande potencial nutricional
e mercadologico devido as propriedades biolodgicas que possuem na casca € no suco.

Essas laranjas vém ganhando destaque mundial devido a sua rica composi¢ao quimica,
que inclui acidos organicos, carotenoides, vitaminas e especialmente elevados teores de
antocianinas, que sao as responsaveis pela coloragao vermelho intenso da polpa e do suco. Em
sinergismo, essas substdncias possuem expressiva a¢do antioxidante, além de atuarem no
controle de doencas incluindo o perfil lipidico, glicemia, doencas cardiovasculares e o
gerenciamento da massa corporal, por meio de alteragdes na expressao génica.

Mas mesmo com oS inumeros beneficios, ainda ndo sdo comercializadas no Brasil,
pelo fato de as concentragdes de antocianinas sofrerem grande influéncia ambiental, em que o
cultivo em paises de clima frio ¢ o mais adequado, sendo limitado para algumas regides do
mundo. Em contrapartida, estudos prévios t€m demonstrado a possibilidade de incrementacao
desses pigmentos por meio do manejo pos-colheita e armazenamento em camaras frias, € por
meio de praticas culturais, mediante melhorias na aplicacao de luz, utilizando porta-enxertos
de nanotubo, sistemas de plantio adequados, orientagdo de fileira, treinamento adequado e
sistemas de poda (AWAD; WAGENMAKERS; JAGER, 2001).

Apesar da escassez de estudos, € possivel extrair das folhas e cascas da laranja Moro
Oleos essenciais, que sao definidos pela International Organization for Standardization como
produtos obtidos de uma planta ou das suas partes, por destilacdo (hidrodestilagdo ou
destilacdo por arraste com vapor d’agua) ou de pericarpos de frutos citricos, por processo
mecanico apropriado sem aquecimento, designado expressio (SIMOES et al., 2007). Essas
substancias podem ser utilizadas como conservante natural em substituicdo aos sintéticos na
industria alimenticia e como modelo para a sintese de novas drogas na industria farmacéutica,
devido aos compostos terpénicos presentes em sua composi¢cao quimica.

Entretanto, mesmo com o avanco no conhecimento das potencialidades desses 6leos,
existem muitos aspectos relevantes para serem estudados, pois muitos constituintes quimicos

podem apresentar propriedades toxicas, o que torna importante a sua ampla caracterizagao,
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visando a uma melhor compreensdo da sua agdo em sistemas biologicos e possibilitando a
indicacdo de aplicacdes seguras, tanto na saide, quanto na alimentagcdo humana.

Diante da importancia que os citros representam na economia € na dieta dos
brasileiros, bem como a intensa busca por substincias naturais que possuem aplica¢des na
saude, neste trabalho objetivou-se avaliar se o armazenamento refrigerado foi capaz de ativar
as antocianinas presentes na laranja Moro e verificar se o suco foi capaz de alterar os
parametros metabolicos de ratos obesos, diabéticos ou ambos, por meio do gerenciamento da
massa corporal, além de avaliar a caracterizacdo quimica e os efeitos do dleo essencial
extraido da casca sobre as atividades antitumoral, antifingica, antioxidante, citotoxica e

genotoxica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Laranja Moro

As laranjas podem ser divididas em dois grandes grupos, em razao da sua coloragdo:
as douradas e as sanguineas. As douradas sdo caracterizadas pela cor laranja da polpa e do
suco, devido a presenca de carotenoides. A esse grupo pertencem quase que a totalidade das
laranjas comerciais cultivadas no mundo, incluindo as variedades de mesa (Bahia e Navel),
variedades usadas para a extragdo de suco (Péra, Valéncia e Natal), laranjas sem acidez (Lima
e Serra d’agua) e outras. Ja as laranjas sanguineas sdo caracterizadas pela colora¢do vermelho
intenso da polpa e do suco, devido a presenca de antocianinas. A esse grupo pertencem as
variedades Moro, Tarocco e Sanguinello. Sao originarias da regido Mediterranea e tém sido
cultivadas ha varios séculos, principalmente na Italia, Espanha, Marrocos, Argélia e Tunisia.
No Brasil, elas ainda ndo sdo comercializadas por ser um pais de clima tropical (LATADO,
2008; SAUNT, 1990).

As laranjas sanguineas sao as Unicas frutas citricas que contém antocianinas,
compostos polifenolicos soliveis em dgua que proporcionam a coloragdo caracteristica. Além
de seu apelo estético, esses pigmentos desempenham papéis fisioldogicos decisivos nas
plantas, tais como protegé-las contra condi¢des de estresse abiotico e infecgdes por patdogenos
(ZHANG; BUTELLI; MARTIN, 2014).

Das variedades de laranjas sanguineas existentes, a Moro vem ganhando destaque por

possuir elevados teores de antocianinas em sua composicao, sendo essa uma importante forma


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/anthocyanin
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/physiological-role
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618318831?via=ihub#b0175
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de enriquecimento da fruta. As principais antocianinas presentes no suco sio a cianidina-3-
glicosideo (C3G) e cianidina-3-(6"-malonilglucosido). Estudos prévios demonstraram que as
concentragdes de antocianinas nessas laranjas sdo dependentes das praticas culturais, estagio
de maturacdo, condigdes genéticas e sazonais, tempo de colheita e fatores fisiologicos. Além
disso, podem sofrer influéncia ambiental, em que o cultivo em paises de clima frio é o mais
adequado, pois as baixas temperaturas aumentam e as altas reduzem o acumulo de
antocianinas (GROSSO et al., 2013; LO PIERO; LO CICERO; PUGLISI, 2014).

Pesquisadores sugerem que um determinado nimero de horas abaixo de 8 °C ¢
essencial para induzir a biossintese de antocianinas em laranjas sanguineas e obter uma cor
violacea, assumindo que uma ampla faixa de temperatura dia/noite durante maturagcdo das
frutas € o principal determinante do acumulo de antocianinas. Essa dependéncia de frio limita
geograficamente uma qualidade confidvel na producdo comercial de laranjas sanguineas para
apenas algumas regides do mundo e ¢ responsavel pela produgdo de frutas com baixos ou
nenhum teor de antocianinas em laranjas sanguineas cultivadas em climas
tropicais/subtropicais (BUTELLI et al., 2012; CRIFO et al., 2012).

Em contrapartida, foi demonstrada a possibilidade de incrementagdo desses pigmentos
por meio do manejo pds-colheita, pelo armazenamento em camara fria, facilitando a
comercializacdo em paises de clima tropical. A relagdo entre o acimulo de antocianinas € o
armazenamento das frutas a temperaturas baixas foi determinada, concluindo que o teor
maximo desses pigmentos € obtido ap6s quarenta e cinco dias de armazenamento, a 8 °C
(CARMONA et al., 2017; LATADO et al., 2008; MAGALHAES et al., 2018).

Carmona et al. (2017) descreveram a regulacao molecular da producao de antocianinas
em laranjas sanguineas, e os genes que codificam a maioria das enzimas da via foram
identificados e sua expressdo analisada. As antocianinas sdo biossintetizadas via fenilalanina
amonia-liase (PAL, que elimina o grupo amoénio da fenilalanina precursora) na via geral dos
fenilpropanoides, que compartilha a mesma regulagdo com sintese de flavondis até a
formacao de di-hidroflavonois (DHF) (Figura 1).

As etapas iniciais sdo controladas pelas enzimas cinamato 4-hidroxilase (C4H) e 4-
hidroxicinamoil CoA ligase (4CL), envolvidas na formacao dos &cido cumarico e coumaroil
e as enzimas chalcona sintase (CHS), chalcona isomerizada (CHI) e flavonona 3-hidroxilase
(F3H), catalisando as etapas iniciais da produ¢do de antocianinas para gerar a flavonona
naringenina, que sofre diferentes hidroxilacdes catalisadas por flavonoides 30-hidroxilase

(F30H) e/ou flavonoide 3050-hidroxilase (F3050H) para produzir DHF (Figura 1).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814613015458?via=ihub#b0100
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814617300572?via=ihub#b0060
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/biosynthesis
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618318831?via=ihub#b0015
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618318831?via=ihub#b0050
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618318831?via=ihub#b0020
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Em seguida, o caminho se ramifica para a sintese de flavonodis ou pela reducdo de
DHF para leucoantocianidinas, sendo essas reagdes catalisadas pelas enzimas flavonol sintase
(FLS) e di-hidroflavonol 4-redutase (DFR), respectivamente. Pela catalise da antocianidina
sintase (ANS), as leucoantocianidinas incolores sdo oxidadas as antocianidinas, que sdo
glicosiladas imediatamente pela UDP-glicose-flavonoide 3-O-glicosiltransferase (UFGT),
para formar as antocianinas. A importacdo das antocianinas nos vacuolos das frutas ¢

facilitada pela glutationa-S-transferases (GST) (Figura 1).

Figura 1 - Representagdo esquematica da via biossintética dos flavonoides.
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Fonte: Do autor (2019), adaptado de Carmona et al. (2017). Legenda: Enzimas em vermelhos sdo
aquelas que participam da via, e aquelas em vermelho sublinhadas indicam enzimas com maior
regulacdo durante o armazenamento a 9 °C do que a 4 °C.

Dessa forma, foi sugerido por Lo Piero et al. (2005) e Grosso et al. (2013) que as
enzimas citadas acima, envolvidas no metabolismo do fenilpropanoide, sdo ativadas pelas
baixas temperaturas e as frutas submetidas ao estresse térmico produzem as antocianinas para
se protegerem das condicdes ambientais desfavoraveis. Assim, a exposicdo a baixas

temperaturas pode melhorar as propriedades nutricionais das laranjas sanguineas.
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Crifo et al. (2012) estudaram os efeitos da exposi¢do de laranjas sanguineas e comuns
a baixa temperatura (4 °C x quinze dias). Os autores avaliaram o conteudo de antocianina e a
expressdo de genes estruturais, a fim de verificar a via biosintética desse pigmento. Pelos
resultados, verifica-se que os niveis de antocianina da fruta exposta ao frio aumentaram
acentuadamente, alcangando, apos seis dias de armazenamento, um valor oito vezes maior que
o observado no tempo zero, sugerindo que frutas com atributos aprimorados relacionados a
saude podem ser obtidos nesse estagio de armazenamento. A andlise da expressao génica
evidencia que a quantidade de transcritos de todos os genes considerados (CM1 - chorismato
mutase, PAL, CHS, DFR, ANS, UFGT e GST) aumentou apds trés a seis dias de
armazenamento a frio, confirmando dados anteriores e mostrando que a biossintese de
antocianinas ¢ uma via regulada pelo frio. Comparando a expressao de genes envolvidos na
biossintese de antocianinas (PAL, DFR e UFGT) entre laranjas sanguineas e comuns,
verifica-se que eles ndo respondem ao frio em laranjas comuns. Além disso, pela analise do
banco de dados, verificou-se que a proteina de codificacdao do fator de transcricio NAC, que
esta relacionada com defesa e estresse oxidativo que a planta sofre durante a exposi¢cdo ao

frio, € seletivamente induzida somente em laranjas sanguineas.

2.1.1 Componentes do suco da laranja Moro

O suco da laranja Moro contém uma variedade de metabolitos que contribuem para o
sabor e propriedades da fruta. Essas substincias incluem aglicares (sacarose, frutose e
glicose), acidos organicos (citrico, malico, isocitrico e hidroxicindmicos), carotenoides
(xantofilas e carotenos), vitaminas (C, A, B1, B6 e B3), compostos de sabor (ésteres, alcoois,
cetonas, lactonas e hidrocarbonetos volateis), polifenois (flavonoides, como as antocianinas),
entre outras. E importante ressaltar que o conteido dessas substincias difere
significativamente entre as cultivares e sdo também afetados pela maturacdo e fatores
ambientais, como clima, solo e procedimentos agricolas (MOLINU et al., 2016).

De todos os componentes presentes na laranja Moro, os polifendis sdo os mais
importantes e sdo os responsaveis pela coloragdo vermelho intenso caracteristico da polpa e
do suco. Sao metabolitos vegetais secundarios representados por mais de 8.000 compostos
naturais, amplamente distribuidos em muitos alimentos e bebida, podendo originar-se do
intermediario comum fenilalanina ou do acido chiquimico. As principais classes de polifendis,
baseadas em sua estrutura, sdo os acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e lignanas

(ERDMAN; ORIA; PILLSBURY, 2012).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814617300572?via=ihub#b0090
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Essas substincias amplamente divergentes, que exibem vdarios niveis de atividade
antioxidante, compartilham um componente estrutural comum: um fenol ou um anel
aromatico, geralmente dois, com pelo menos um grupo hidroxila, que sdo ligados por uma
ligagdo de trés carbonos para formar uma unidade heterociclica com seis unidades no anel
(BAUMANN, 2010).

Os flavonoides sdao o grupo de polifendis mais estudados. Eles sdo caracterizados por
um esqueleto de quinze atomos de carbono, organizado como C ¢ - C 53 - C ¢, com diferentes
substituigdes que compdem as diferentes subclasses (Figura 2). Mais de 4.000 flavonoides
foram identificados e categorizados em sete subclasses, com base em sua estrutura: flavonois
(quercetina), flavonas (apigenina), flavanonas (hesperetina), flavan-3-6is (epicatequina),
antocianinas (cianidina), polimeros (proantocianidinas) e isoflavonas (genisteina) (ERDMAN;

ORIA; PILLSBURY, 2012).

Figura 2 - Estruturas de flavonoides.

FLAVANONAS ANTOCIANIDINAS ISOFLAVONAS

Fonte: Do autor (2019), adaptado de Birt e Jeffery (2013). Legenda: R, = H: campferol; R, =
OH: quercetina; R, = H: apigenina; R, = OH: luteolina; R; = OH, Ry = H: catequina; R; = galato, R, =
OH: acido galico; R;= galato, Ry= OH: epigalocatequina-3-galato; Rs= H, R¢= OH:
naringenina; Rs = OH, Rs = OCHj;: hesperitina; R; = OH, Rg = H: cianidina, R; = OCH; , Ry = OCHa:
malvidina; Ry = H: daidzeina; Ry = OH: genisteina.

Dos flavonoides existentes, as antocianinas (das palavras gregas anthos, flor e kianos,
azul) vém ganhando destaque devido as diversas propriedades biologicas que possuem. Sao
pigmentos vegetais soliveis em agua e altamente instaveis em temperaturas elevadas, sendo
responsdveis por uma grande variedade de cores observadas em flores, folhas, caules, raizes
de plantas e frutos, como as laranjas sanguineas (MACHADO, 2018).

As antocianinas sdo caracterizadas pelo nucleo basico flavilio (cation 2-

fenilbenzopirilio), que sdao dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e
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condensados por um oxigénio (Figura 3). A molécula da antocianina ¢ constituida por dois ou
trés porcdes: uma aglicona (antocianidina), um grupo de aglcares e, frequentemente, um
grupo de acidos organicos. Aproximadamente vinte e duas agliconas sdo conhecidas, das
quais dezoito ocorrem naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina e malvidina) sdo importantes em alimentos (WALLACE; GIUSTI,
2015).

Figura 3 — Férmula estrutural das antocianidinas.

Croméforo

Antocianidinas R, R, Apsx (NM)

Pelargonidina H H 494 nm (laranja)

Cianidina OH H 506 nm (laranja-vermelho)
Peonidina OMe H 506 nm (laranja-vermelho)
Delfinidina OH OH 508 nm (vermelho)
Petunidina OMe OH 508 nm (vermelho)
Mavidina OMe OMe 510nm (vermelho-azulado)

Fonte: Do autor (2019), adaptado de Wallace e Giusti (2015).

A cor de uma antocianina individual varia desde o vermelho (condicdo acida) até o
azul ou amarelo (condi¢dao alcalina). A coloragdo final apresentada pelo tecido vegetal,
entretanto, depende de outros fatores, além do pH, tais como: luminosidade, concentracdao da
antocianina dissolvida, presenca de ions, actcares ¢ hormonios (AZZINI; GTACOMETTI;
RUSSO, 2017).

Entre as muitas fungdes que possuem, estd a atracdo de polinizadores de sementes,
protec¢do contra danos provocados pela luz UV na folha, atuando como filtro e melhorando e
regulando a fotossintese. Apresentam também grande importancia na dieta humana, podendo
ser considerada como uma importante aliada na preven¢do/retardamento de doengas

cardiovasculares, do cancer e doengas neurodegenerativas, devido ao seu poder antioxidante,
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atuando contra os radicais livres, apresentando propriedades farmacolédgicas e sendo utilizadas
para fins terapéuticos (POJER et al., 2013).

Apesar de as antocianinas ndo serem nutrientes essenciais € nenhum distarbio de
deficiéncia ter sido associado a falta de consumo de antocianinas, estudiosos comprovam que
quando ingeridas por meio da dieta podem promover a manutencdo da saide ao longo da
vida. Nao existe atualmente ingestdo de referéncia dietética para antocianinas € muitos outros
compostos bioativos na dieta nos Estados Unidos, Canadd ou Unido Européia. A China
definiu atualmente um nivel proposto especifico de 50 mg/d (SOCIEDADE CHINESA DE
NUTRICAO, 2013). Embora as atuais recomendacdes de satide publica para aumentar o
consumo de frutas e verduras coloridas nos Estados Unidos sejam em grande parte
impulsionadas pela necessidade de atender a ingestdo de nutrientes essenciais de alimentos,
recomendacdes de documentos politicos, como o Dietary Guidelines for Americans e grupos
como o National Fruit e Alianga Vegetal também levam em conta a contribuicdo dos
compostos bioativos da dieta, como as antocianinas (WALLACE; GIUSTI, 2015).

De acordo com pesquisas de Sebastian et al. (2015), a ingestdo dietética de
antocianinas foi estimada em ~11,6 = 1,1 mg/d para individuos com idade > 20 anos. As
mulheres, em média, tiveram uma maior ingestao diaria (12,6 = 1,5 mg/d), em comparagao
com os homens (10,5 + 0,8 mg/d).

Em estudos com humanos, verificou-se que as antocianinas sdo rapidamente
absorvidas, aparecendo na corrente sanguinea alguns minutos apos o consumo. A absor¢do da
antocianina pode comegar logo na cavidade oral, onde podem ser absorvidas pelos tecidos que
revestem a sua cavidade. Sdo absorvidas também por todo o trato gastrointestinal, do
estomago e do intestino. A degradagdo comega na cavidade oral e recentemente mostrou ser

dependente da estrutura e mediada pela microbiota oral (KAMONPATAN et al., 2012).

2.1.2 Beneficios do suco da laranja Moro

Na literatura, relata-se que o suco da laranja Moro apresenta propriedades biologicas
superiores em relacdo a laranja comum e devido as altas concentracdes de compostos
fitoquimicos com expressiva acdo antioxidante, a ingestdo do suco aumentou nos ultimos
anos, denotando influéncia benéfica na  prevencdo de diversas doencas, como as
degenerativas, cardiovasculares, diabetes, cancer, melhora na resisténcia a insulina, efeito

antiobesidade, entre outras (Tabela 1) (BARRECA et al., 2014; FABRONI et al., 2016).
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Tabela 1 - Nome, efeito e mecanismos de acao dos componentes da laranja sanguinea.

Componentes Efeito Mecanismo de agdo

Anti-inflamatorio Modula a secre¢cdo de apoB e colesterol celular,
elevando o HDL-c e diminuindo o LDL-c.

Estimula NO sintase endotelial; normaliza marcadores
de peroxidagdo lipidica; forma um complexo de
copigmentagdo com cianidina-DNA; inibe a mutacao
reversa induzida por aminas heterociclicas em sistemas
de ativag¢do microssomal.

Antioxidante

Antiagregacao Inibe respostas mediadas por TxA2 e secre¢do de
granulos densos.

Flavonoides
(antocianina
cianidina-3- Anticarcinogénico
glicosideo)

Promove a apoptose em células humanas pré-B
NALM-6 e células cancerigenas do célon; inibe o HIF-
la e expressdo de VEGF no cancer de ovario e no
cancer de pulmdo. Inibe a COX-2 ¢ MMPs nas células
do carcinoma de pulmdo, prostata e hepatocelular.

Inibe a proliferacdo de células de cancer de mama e
inducdo de proliferagdo de testosterona; inibe a

Antiprolierativo colonizagdo pulmonar por células de melanoma e
sarcoma; inibe a formacdo de novos vasos sanguineos
em células de cancer de mama.

Antimutagénico Inibe a atividade da tirosina quinase do EGFR.

. Melhora a geracdo de oxido nitrico; reduz nitrito;
. Antioxidante o . . .
Carotenoides estabiliza placas aterosclerdticas (devido a sintese de
colageno).

Reduz a afinidade da proteina apoB ligada a LDL-c por
ions de metais de transicdo; extingue EROs e ERN,
diminuindo sua biodisponibilidade no plasma; reduz o
Aumento do fluxo EROs potencialmente prejudicial, formando radicais
de ar livres de ascorbato estabilizados por ressonincia e
Vitamina C relativamente estaveis; atenua oxidacdo de LDL-c e
protecdo de células musculares lisas vasculares
humanas contra apoptose.

Efeito na cascata de desintoxicagdo da fase II; inibe a
Antioxidante superoxido dismutase e catalase; suprime a sintese de
PG e a ciclooxigenase-2.

Impede o aparecimento do tumor e protege as
Antioxidante anormalidades bioquimicas e moleculares em
mama, bolsa bucal, célon e cancer de pele.

Acido Formacdo de um complexo de copigmentagdo com

hidroxicindmico Anticarcinogénico cianidina-DNA; inibi a mutacdo reversa induzida por
aminas heterociclicas em sistemas de ativacdo
microssomal.

Fonte: Grosso et al. (2013). Legenda: apoB: apoliproteina B; HDL-c: lipoproteina de alta densidade;
LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; TxA2: tromboxano A2; pré-B NALM-6:
sangue humano, leucemia, células pré-b); HIF-1a: fator induzido por hipoxia la; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular; COX-2: ciclo-oxigenase-2; MMP: matriz metaloproteinase; EGFR:
receptor do fator de crescimento epidérmico; EROs: espécies reativas de oxigénio; ERN: espécies
reativas de nitrogénio; PG: prostaglandinas.
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2.1.2.1 Controle da obesidade

A Organiza¢cdo Mundial da Satde define obesidade como a excessiva concentracao de
gordura que pode prejudicar a saude do individuo. Portanto, o consumo de alimentos
altamente energéticos e a falta de atividade fisica destacam-se por facilitarem o ganho de
calorias e diminuirem o gasto de energia corporal, tornando a balanga energética do individuo
positiva e facilitando o acimulo de gordura. Além disso, a obesidade pode apresentar outras
causas, como fatores genéticos, metabdlicos, ambientais, sociais, culturais, econdmicos ou
ainda estar relacionada a fatores demograficos (CARVALHO; BELEM; ODA, 2017).

A obesidade ¢ considerada um fator de risco para outras complicagdes, como diabetes,
hipertensao, doengas cardiovasculares e alguns canceres. Por isso, ¢ bem reconhecida como
uma das principais comorbidades em todo o mundo e sua prevaléncia esta aumentando. Em
2016, 39% dos homens e mulheres com mais de 18 anos tinham excesso de massa corporal e
11% dos homens e 15% das mulheres eram obesos. Assim, quase 2 bilhdes de adultos em
todo o mundo estavam com excesso de massa corporal e, desses, mais de 6 bilhdes eram
obesos. Tanto o excesso de massa corporal como a obesidade mostraram um aumento
acentuado nas ultimas 4 décadas (ANNO, 2016; DUNCAN et al., 2012; WHO, 2016)

Vigitel (2018) indicou que no Brasil a obesidade ¢ uma realidade que atinge 18,9% da
populagdo e o sobrepeso, mais da metade (54%). Esses dois indices mostram que mais de
70% da populagcdo estd com excesso de massa corporal. Entre os jovens, a obesidade
aumentou 110% no periodo de 2007 a 2017, sendo esse indice quase o dobro da média nas
demais faixas etérias (60%). O crescimento foi menor nas faixas de 45 a 54 anos (45%), 55 a
64 anos (26%) e acima de 65 anos (26%). No mesmo periodo, o sobrepeso foi ampliado em
26,8%. Esse movimento foi maior também entre os mais jovens (56%), seguidos pelas faixas
de 25 a 34 anos (33%), 35 a 44 anos (25%) e 65 anos ou mais (14%).

As defini¢des de sobrepeso e obesidade sdo baseadas na razdo entre a massa corporal
do individuo dada em quilogramas (kg) e sua altura ao quadrado (m?). Essas medidas sdo
usadas para calcular o indice de massa corporal (IMC) e a interpretacdo ¢ baseada em
agrupamentos de status de massa corporal, como baixo peso, peso saudavel, sobrepeso e
obesidade, que sdo ajustados para idade e sexo. Para os adultos acima de 20 anos, os numeros
estdo correlacionados as mesmas designacdes de status de peso; por exemplo, um IMC entre
25,0 e 29,9 equivale ao sobrepeso e 30,0 e acima com obesidade. A obesidade morbida
(também conhecida como obesidade extrema) ¢ definida como um IMC de 40,0 ou superior

(LINHARES et al., 2012).


https://academic-eb-britannica.ez26.periodicos.capes.gov.br/levels/collegiate/article/body-mass-index/471446
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O armazenamento de gordura ocorre em um 6rgao enddcrino conhecido como tecido
adiposo. O excesso de gordura ¢ armazenado nos adipdcitos (principal constituinte do tecido
adiposo) sob a forma de triglicerideos em um processo denominado lipogénese. Aos poucos,
o tecido adiposo vai crescendo, aumentando em tamanho e em nimero de adipocitos. Assim,
a massa corporal em gordura do individuo comeca a aumentar excessivamente, caracterizando
a obesidade (PINTO, 2014).

Além das fungdes de armazenamento de energia, sintese de triglicerideos e oxidagao
de 4cidos graxos para obtencdo de energia, através da lipdlise, os adipocitos sdo capazes de
sintetizar e segregar proteinas chamadas adipocitocinas, que sdo capazes de atuar sobre
diversos processos fisioldgicos e fisiopatologicos e sua producdo pode ser regulada por
estimulos inflamatorios € mediante condigdes de hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipocitos,
encontrando-se alteradas em quadros de obesidade e sindrome metabolica (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007).

Existem varios tipos de adipocitocinas, sendo a leptina e adiponectina as mais
abundantes. A adiponectina, hormoénio peptidico com 224 aminoacidos, possui dois
receptores: o receptor 1 e o receptor 2. Eles sdo encontrados em maior quantidade no musculo
estriado esquelético e no figado, respectivamente (AHIMA, 2011).

O receptor 1, que atua no musculo, fosforila algumas enzimas, ativando a proteina
quinase, ativada por adenosina monofosfato (AMPK) e inativando a acetil-CoA-carboxilase
(ACC). A enzima ACC produz o malonil-CoA e inibe a oxidagao de acidos graxos. Logo, a
AMPK aumenta a oxidagdo dos acidos graxos e a captacdo da glicose. Ja o receptor 2,
presente em sua maioria no figado, mostrou que a ativagdo da AMPK nesse 6rgdo inibe a
gliconeogénese e aumenta a oxidagdo de 4acidos graxos. A falta desses receptores no
organismo pode levar ao acimulo de lipidios no figado e musculo, induzir a inflamacao e
aumentar a resisténcia a insulina. J4 a sua presenca pode atuar no controle da ingestdo
alimentar, homeostase energética, protecao contra aterosclerose e o aumento da sensibilidade
a insulina, ocasionando a redu¢do da massa corporal (AHIMA, 2011).

A leptina ¢ um hormdnio peptidico composto por 167 aminoacidos expresso e
secretado pelos adipécitos, especialmente pelo tecido adiposo branco, podendo ser produzido
também nos musculos, glandulas mamarias, cardiomidcitos e placenta em mulheres gravidas.
Sob condigdes fisiologicas normais, possui capacidade de reduzir o apetite, aumentar o gasto
energético, melhorar as fungdes do sistema nervoso simpatico, facilitar a utilizagdo de glicose

e melhorar sensibilidade a insulina. Atua nos receptores do hipotalamo, que envia uma


https://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
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mensagem para o metabolismo diminuir a fome e aumentar o gasto energético, gerando
saciedade (Figura 4) (DONG, 2014).

As concentragdes de leptina sao influenciadas pela adiposidade do individuo, fatores
hormonais e nutricionais. Como ela ¢ produzida pelo tecido adiposo, ha uma maior
quantidade circulante em individuos obesos e esse nivel elevado, que deveria agir controlando
a saciedade, deixa de agir, criando uma resisténcia periférica a leptina, atribuida a alteragdes
nos receptores ou a uma deficiéncia em seu sistema de transporte, aumentando a fome

(PAGANO; SPINEDI; GAGLIARDINO, 2017; PIRES, 2015).

Figura 4 - Segregacao da leptina no tecido adiposo e geragao de saciedade.
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Fonte: Pagano, Spinedi e Gagliardino (2017).

Estratégias de prevencdo e tratamento para a obesidade tém sido incentivadas como
planos dietéticos individualizados, contemplando uma dieta balanceada, habilitacdo do
individuo, tornando-o capaz de conhecer, organizar e controlar sua alimenta¢do, mantendo
sua rotina didria, incentivo a pratica de atividades fisicas, tratamento medicamentoso prescrito
por profissional da satude habilitado para tal e acompanhamento psicossocial.

Além dessas estratégias, pesquisas envolvendo a regulagdo das adipocitocinas mediane
a intervenc¢do nutricional tém sido importantes para a criacdo de tratamentos para o controle
da obesidade. Estudos realizados com ratos obesos que ingeriram o suco da laranja Moro
evidenciaram a regulacdo das disfun¢des dos adipocitos normalizando a hipertrofia dos
adipdcitos e ocasionando a reducao da massa corporal (FABRONI et al., 2016; CARDILE;
GRAZIANO; VENDITTI, 2015; LEE et al., 2017; TITTA et al., 2010).

Para os autores Guo et al. (2008) Titta et al. (2010) e Tsuda (2008) ¢ o sinergismo
entre a acdo antioxidante da antocianina C3G com os demais compostos presentes na laranja
Moro que contribui para a regulacdo das disfungdes e redugdo acentuada no tamanho dos
adipocitos pela diminui¢do do acimulo de lipideos e aumento da sensibilidade a insulina.

Essa alteragdo nos adipdcitos ocorre porque o suco modula genes envolvidos no metabolismo


https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S000629520600030X?via=ihub#!
https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S000629520600030X?via=ihub#!
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dos lipidios, incluindo o adipoQ (adiponectina), lep (leptina), Acil-CoA sintetase, proteina
desacopladora mitocondrial 2 (UCP2) e lipase lipoprotéica (LPL), além de contribuir para o
controle da expressdao da proteina transportadora de acidos graxos receptores ativados por
proliferador de peroxissoma (PPAR-y), que também estd envolvida na captagdo de lipideos
pelos adipécitos. E pela regulagdo da expressdo génica que ocorre a redugio dos lipideos nos
adipdcitos e triglicerideos no musculo e figado, reduzindo a resisténcia a insulina. Esse efeito
¢ consequéncia do aumento de moléculas envolvidas na metabolizacao de acidos graxos e na
dissipacao de energia muscular.

O gene UCP2 ¢ expresso no tecido adiposo e em uma variedade de 6rgdos, como
cérebro, estomago, figado, coracao e pulmao. Além de atuar no desacoplamento da respiracao
pelo transporte de proton e na termorregulacdo, importante papel tem sido apontado no
metabolismo lipidico, na resisténcia a insulina, na utilizacdo de glicose, na regulacdo de
espécies reativas de oxigénio e na imunidade mediada por macréfagos (DENG et al., 2012).

Kucera et al. (2011), estudando trés grupos de ratos (alimentados com dieta padrio,
médio e alto teor de gordura) durante seis semanas, encontraram maior expressao de UCP2
nos grupos alimentados com teor médio e alto teor de gordura. Os autores acreditam que o

aumento da expressdo da UCP2 se deve ao seu papel contra a elevada formagdo de ERO.

2.1.2.2 Controle do Diabetes Mellitus

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2009), o diabetes Mellitus (DM)
ndo ¢ uma Unica doenga, mas, sim, um grupo heterogéneo de distirbios metabdlicos que
apresenta em comum a hiperglicemia, a qual ¢ decorrente da falta total ou parcial da secre¢ao
de insulina, assim como resisténcia a esse hormodnio. Sua prevaléncia tem aumentado
drasticamente nos ultimos anos, visto que comorbidades, como dislipidemias, hipertensao,
obesidade proveniente do sedentarismo e ingestdo alimentar excessiva podem resultar no
acometimento do DM (ISLAN, 2011).

O DM destaca-se, atualmente, como uma importante causa de morbidade e
mortalidade. Estimativas globais indicaram que 425 milhdes de pessoas viviam com a doenca
em 2017, no mundo, e em 2045, esse nimero poderd chegar a 629 milhdes. O Brasil contou
em 2017 com 12,5 milhdes de casos, afetando entre 8% a 9% da populagdo adulta (20-79
anos), ocupando o quarto lugar entre os dez paises com o maior nimero de DM

(SOCIEDADE BRASIILEIRA DE DIABETES, 2017).
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A Sociedade Brasileira de Diabetes (2017) mostra também que, em 2017, a
mortalidade relacionada ao DM no mundo foi de 4 milhdes. Na América do Sul e México,
foram 209.717 mil adultos (20-79 anos) que morreram, representando 11% de todas as causas
de morte. Cerca de 44,9% dessas mortes aconteceram com individuos com menos de 60 anos
de idade e metade aconteceu no Brasil. Gastos em saude decorrentes do DM totalizam 29,3
bilhdes, com tendéncia a aumentar em 30% até 2045.

O envelhecimento da populagdo, a crescente prevaléncia da obesidade e do
sedentarismo, e os processos de urbanizacdo sdo considerados os principais fatores
responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do DM em todo o mundo. Esse cenério
tem gerado altos custos sociais e financeiros ao paciente ¢ ao sistema de saude. Rosa et al.
(2014) estimaram que o DM chegou a responder por 12% do total de hospitalizacdes ndo
relacionadas a gestagdes e por até 15,4% dos custos hospitalares do Sistema Unico de Satide
(SUS) brasileiro no periodo de 2008 a 2010 (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013; MOURA et al., 2012).

As complicacdes do DM podem levar a danos na retina, problemas cardiacos,
alteracdes metabolicas, lentidao em cicatrizagcdo, insuficiéncia renal, lesdes e infecgdes nos
pés, entre outros. Ja os sintomas do DM manifestam-se por disfungdes fisioldgicas, tais como
politria, polidipsia, perda de massa corporal, polifagia e cansaco, ou por complicacdes
agudas, como a cetoacidose diabética. Adicionalmente, esses pacientes apresentam um
aumento da incidéncia da doenca aterosclerética cardiovascular, arterial periférica e doenca
vascular cerebral (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018).

Para entender o funcionamento do DM no organismo, é necessario compreender a
resposta fisioldgica normal do controle da glicemia: o carboidrato ingerido pelo individuo ¢
quebrado na boca pela enzima amilase salivar e, no intestino delgado, pela enzima amilase
pancredtica. Apds essa quebra, a glicose segue para a corrente sanguinea e ¢ encaminhada, em
seguida, para o tecido adiposo ou muscular. Como a molécula de glicose ndo possui afinidade
com os lipidios localizados na membrana da célula e nem € pequena o suficiente para
atravessar os canais proteicos da membrana, ela precisa da ajuda do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT-4) para conseguir ser encaminhada e, entdo, absorvida pela célula
(CARVALHO, 2017).

O GLUT-4 esta localizado no interior da cé€lula, e precisa se deslocar até¢ a membrana
para conseguir executar o seu papel de transportar a glicose para dentro da célula. Esse
deslocamento ocorre da seguinte forma: quando a glicose comega a circular na corrente

sanguinea, ¢ encaminhada ao pancreas e as células beta pancreaticas identificam os niveis
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elevados de glicose e liberam o hormonio insulina, que tem a funcdo de se ligar a receptores
IRS (substrato do receptor de insulina) e ativar uma cascata de reagdes. Esses receptores sao
proteinas que, ao serem fosforiladas, ativam uma sequéncia de proteinas, entre elas a AKT
(proteina quinase B), que ativa vesiculas intracelulares que contém o GLUT-4. Essas
vesiculas realizam uma translocacdo: a membrana vesicular se funde na plasmatica,
exteriorizando o GLUT-4, que transporta a glicose para o interior da célula (Figura 5)

(CARVALHO, 2017).

Figura 5 - Resposta fisioldgica normal do controle da glicemia.
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Fonte: Gobbi e Balbinotti, 2013.

Existem dois tipos de DM: o tipo 1 e tipo 2. Em individuos portadores de DM tipo 1, a
resposta fisiologica da glicose ¢ diferente. A glicose que estd na corrente sanguinea ¢
transportada ao pancreas, que devido a uma deficiéncia no sistema imunolédgico, responde nao
produzindo insulina, mas produzindo anticorpos como mecanismo de defesa, que destroem as
células beta pancredticas. Essa deficiéncia ocorre devido a fatores ambientais, genéticos e
hereditarios. Dessa forma, como o péancreas perde a capacidade de produzir insulina, o
GLUT-4 nd3o ¢ mais translocado para a membrana, sendo necessario o uso de insulina
exdgena para que a glicose possa ser absorvida (CARVALHO, 2017).

No DM tipo 2, que esta ligado a obesidade, a resposta fisioldgica ocorre da seguinte
forma: a glicose que circula na corrente sanguinea € transportada ao pancreas, onde as células
beta pancreaticas liberam a insulina, que faz o seu papel. Porém, quando a insulina se liga aos
receptores na membrana da célula, a cascata de reagdes € impedida de acontecer devido a

presenca de adipocitocinas que estao desreguladas no tecido adiposo e muscular de individuos
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obesos, ndo ativando, assim, o GLUT-4. Dessa forma, os niveis de glicose na corrente
sanguinea continuam elevados e as cé€lulas beta pancreédticas respondem a esse excesso,
liberando mais insulina que também nao consegue ser absorvida, gerando um quadro de
hiperglicemia e hiperinsulinemia. Esse excesso de insulina atua no hipotdlamo aumentando a
atividade do sistema nervoso simpatico, com consequente aumento do volume sanguineo, do
débito cardiaco e da retenc¢do de sédio e dgua, levando a um aumento da pressdo arterial que
pode levar ao aumento da hipertensao arterial (CARVALHO, 2017).

Nesses casos, a utilizagdo de agentes hipoglicemiantes orais torna-se frequentemente
necessaria, podendo-se fazer ou ndo uso da insulina. Medidas simples, que auxiliem no
controle da obesidade, também podem reduzir o indice glicémico, auxiliando,
consequentemente, no combate ao DM tipo 2.

Nishimura, Manabe e Nagai (2009) sugerem que a C3G presente no suco da laranja
Moro pode reduzir os niveis de glicose em individuos com DM tipo 2, pela regulagdo das
adipocitocinas relacionadas a obesidade que desempenham papéis cruciais no
desenvolvimento da resisténcia a insulina (adipoQ, lep, TNF-a, IL-6 e proteina quimiotatica
de monocitos-1 (MCP-1)), que bloqueiam a sinalizagdo da insulina em varios tecidos.
Posteriormente, Li et al. (2015) e Valenza et al. (2018) mostraram que a C3G tém uma
potente atividade antiinflamatoria e a sub-regulacdo das adipocitocinas pode contribuir para a
melhoria da resisténcia a insulina.

Guo et al. (2012) avaliaram em seus estudos se a C3G melhoraria a inflamacao
associada a obesidade e aos distirbios metabdlicos, como resisténcia a insulina e esteatose
hepatica em camundongos machos e obesos que foram alimentados com dieta hiperlipidica
por doze semanas e camundongos machos e geneticamente diabéticos, em que ambos o0s
modelos receberam suplementacdo dietética com C3G (0,2%) por cinco semanas. Foi
descoberto que C3G reduziu os niveis de glicose em jejum e melhorou significativamente a
sensibilidade a insulina nos dois modelos estudados, em comparacdo com controles ndo
suplementados. No tecido adiposo branco, os niveis de RNA mensageiro e as concentragdes
séricas de adipocitocinas (TNF-a, IL-6 ¢ MCP-1) também foram reduzidos, assim como a
infiltracdo de macrdfagos no tecido adiposo. Concomitantemente, o conteudo de triglicerideos
hepaticos e a esteatose também foi reduzido. Além disso, o tratamento com C3G diminuiu a
ativacdo da proteina JNK (c-Jun N-terminal quinase) e promoveu a fosforilacdo e a exclusao
nuclear da proteina FoxO1 (forkhead box O1) por meio da realimentacdo. Esses resultados
indicam claramente que a C3G possui uma poténcia significativa nos efeitos antidiabéticos,

modulando a via de sinaliza¢do do FoxO1 e JNK e as adipocitocinas relacionadas.
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2.1.2.3 Controle do perfil lipidico

Os lipidios, representados pelos fosfolipidios, colesterol, triglicerideos (TGs) e acidos
graxos, sdo considerados essenciais para o corpo humano, seja por formarem a estrutura
basica das membranas celulares, seja por serem precursores dos hormoénios esteroides, dos
acidos biliares ¢ da vitamina D, atuando na fluidez das membranas celulares ¢ na ativagao de
enzimas ai situadas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

O transporte e a solubiliza¢do dos lipidios na circulagdo sanguinea sdo realizados pelas
lipoproteinas, que sdo compostas de proteina e lipidio. Existem quatro grandes classes de
lipoproteinas separadas em dois grupos: a) as ricas em TGs, maiores € menos densas,
representadas pelos quilomicrons, de origem intestinal, e pelas lipoproteinas de densidade
muito baixa, de origem hepadtica, e b) as ricas em colesterol, formando particulas de LDL-c e
HDL-c (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Em muitas situagdes, as concentragdes desses lipideos e/ou lipoproteinas nao estdo em
quantidades normais no corpo humano, ocorrendo dislipidemia. Estudar o perfil lipidico
(determinagdes bioquimicas do Colesterol Total — CT, HDL-c, TGs e do LDL-c), apds jejum
de 12 horas, tem sido uma atividade de grande valia, haja vista que as pesquisas ja realizadas,
de correlagdo entre a morfologia das artérias, obtidas em autopsias e os fatores de risco
cardiovascular tém demonstrado que a dislipidemia ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose em idades posteriores da vida, assim como para o
desenvolvimento de outros agravos de satde, como a sindrome metabolica e DM tipo 2
(CARRERAS; ORDONEZ, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Lima et al. (2012) evidenciaram que o mecanismo sinérgico da laranja Moro, além de
auxiliar no gerenciamento da massa corporal, auxilia na reducao dos TGs e do CT. Segundo
os autores, as flavanonas sdo as responsaveis pelo efeito hipolipidémico encontrado no suco
de laranja sanguinea, pois, devido a diminuicdo da HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-methyl-
glutaril-CoA redutase), enzima fundamental na sintese do colesterol, possuem a capacidade de
reduzir o conteudo de colesterol hepatico e a sua esterificacdo, aumentando a atividade dos
receptores de LDL-c, que sdo responsaveis pela captagdo das lipoproteinas ricas em colesterol
do plasma, diminuindo suas concentracdes.

Resultados semelhantes foram verificados em outros estudos. Salamone, Volti e Titta
(2012) analisaram o efeito do consumo do suco da laranja Moro cultivada na regido do

Mediterraneo sobre a esteatose hepatica em camundongos com obesidade induzida por dieta e
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constataram, pelas analises bioquimicas, que os animais obesos que beberam suco tiveram
também redugao nos niveis de CT (33,3%) e TGs (37,5%).

Além disso, essa melhora no perfil bioquimico pode estar relacionada com a redugao
da massa corporal que o suco da laranja Moro proporciona, pois estudos clinicos tém
mostrado que a perda de massa corporal causa diminui¢ao do colesterol plasmatico, ao passo
que o aumento da circunferéncia da cintura e a obesidade estdo associados com altos niveis

plasmaticos de CT e TGs (ALBARELLO et al., 2017; TONETTA et al., 2017).

2.1.2.4 Controle da sindrome metabolica

A sindrome metabolica (SM) ¢ um grupo de doengas metabodlicas que confere a um
individuo um aumento substancial de doencas cardiovasculares (DCV), doenga coronariana,
acidente vascular cerebral, disfun¢@o vascular e mortalidade por todas essas causas, com risco
aproximadamente duas vezes maior do que aqueles sem a sindrome (FORD, 2004).

Enquanto a patogénese da SM ndo ¢ bem compreendida, a obesidade e a resisténcia a
insulina sdo reconhecidas como fatores causadores. Pesquisadores sugerem que o estresse
oxidativo causado pela obesidade esta ligado a uma inflamagao cronica de baixo grau, sendo
responsavel, em parte, pelo desregulamento da secrecdo de adipocitocinas, que contribui para
a SM. No geral, o estresse oxidativo sist€émico promove a inflamagao, resulta em disfungao
endotelial e alteracdo no metabolismo lipidico, afetando a sensibilidade a insulina (Figura 6)
(FORD, 2004).

As adipocitocinas leptina, inibidoras do ativador do plasminogénio (PAI-1), LDL
oxidado (OxLDL), TNF-a, IL-6 e 4cido Urico, tém se mostrado elevados em individuos com
SM em diferentes populagdes. Por outro lado, a adiponectina, grelina, interleucina-10 (IL-10)

e paraoxonase (PON-1) tém se mostrado diminuidas (FURUKAWA et al., 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1888754616300120#!
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Figura 6 - Representagdo esquematica de painel de biomarcadores em sindrome metabolica.
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Fonte: Srikanthan, Shapiro e Sodhi (2016).

Diversas organizagdes diferentes delinearam critérios para o diagndstico, designando
valores para a obesidade (circunferéncia da cintura ou IMC), niveis de triglicérides, niveis de
HDL-c, hipertensdo, hiperglicemia, e as vezes, albumina de urina ou albumina: razao
creatinina (Tabela 2). Baseado em critérios da American Heart Association (AHA), quase
35% dos adultos do EUA e 50% dos idosos com mais de 60 anos possuem SM.
Independentemente de quais critérios sdo usados, a principal preocupagdo ¢ a deteccao de
potenciais complicagdes cardiovasculares e a intervencao precoce (AGUILAR et al., 2015;
ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006; GRUNDY et al., 2006).

Embora os relatérios do National Cholesterol Education Program-Adult Treatment
Panel 111 (NCEP ATP III) e do World Health Organization (WHO) tenham identificado a
DCYV como o principal problema acarretado pela SM, a maioria dos individuos que possuem a
sindrome tera também resisténcia a insulina, o que pode resultar em surgimento do DM tipo 2
(Figura 7). Uma vez que o diabetes se torna clinicamente aparente, o risco de DCV aumenta
nitidamente. Além de DCV e DM tipo 2, individuos com SM s3o aparentemente mais
suscetiveis a outras condi¢des, incluindo a sindrome dos ovarios policisticos, figado
gorduroso, calculos biliares de colesterol, asma, disturbios do sono, ¢ algumas formas de
cancer, como mama, pancreatico, colorretal e prostata (BHANDARI et al., 2014; GRUNDY
et al., 2004).



Tabela 2 - Critérios para diagndstico da sindrome metabodlica.
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WHO
(obeIin:in;de + AHA e (resisténcia a (hiper?n(s;lllﬁnemia
>3) III (>3) insulina/diabetes
>2) +>2) +>2)
IMC>30kg/m? o
. . o . . Relagdo cintura/ . .
ou especifico Circunferéncia | Circunferéncia quadril>0.9 em Circunferéncia da
Obesidade cintura de género | da cintura para | da cintura para homens e,>0 85 cintura para
e etnia machos>40in, homens >40in, em mulheres’ou machos>94cm,
cortes de fémeas>35in mulheres>35in IMC>30ke m? fémeas>80cm
circunferéncia g
>150mg/dL ou > 150mg/dL ou | >150mg/dL ou
tratamento de tratamento tratamento
Triglicerideos | essa desta desta >150mg/dL >177mg/dL
anormalidade anormalidade anormalidade
lipidica lipidica lipidica
<40mg/dL em <40mg/dL em | <40mg/
homens e homens e dL em homens
<50mg/dL em <50mg/dL em | e <50mg/dL <35mg/dL em
mulheres ou mulheres ou em mulheres homens e
HDL-c tratamento tratamento para | ou tratamento <39mg/dL em < 39mg/dL
especifico para essa para essa mulheres
este lipidio anormalidade anormalidade
anormalidade lipidica lipidica
PAS>130 ou
Eils;gorggﬂg PA>130/85mm | PAD>8mmHg >140/90 mmHg
. ~ Hg ou tomando | ou tomar ou tomando
Hipertensao ou tratamento de S L >140/90 mmHg L
hipertensio medlcaga? para | medicacdo medlcagaP para
. . hipertensdo para hipertensao
diagnosticada . ~
hipertensao
Glicemia de Glicose em Glicose em Resisténcia 4
jejum>100mg/dL | jejum>100mg/ | jejum>100mg/ | Resisténcia a suli L.
Hiperglicemia | ou anteriormente | dL ou tomar dL ou tomar insulina mTu 1na pece;sana
DM tipo 2 remédio para remédio para necessaria (>p7asstﬁf/1 )msu tna
diagnosticada alta glicose alta glicose °
Albumina na
urina>20ug/min
Outros ou Albumina:
taxa de
creatinina>
30 mg/g

Fonte: Srikanthan, Shapiro e Sodhi (2016). Legenda: IDF - Federagdo Internacional de Diabetes;
EGIR - Grupo Europeu para o Estudo da Resisténcia a Insulina; PAS - Pressdao Arterial Sistolica; PAD
- Pressdo Arterial Diastolica; PA - Pressao Arterial.
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Figura 7 - Interagdo de adipocitocinas, citocinas e marcadores inflamatorios que contribuem
para o desenvolvimento da sindrome metabdlica e suas complicacdes.

e M
\\\\." \,.-" | 7
“ AN L
5 >
-
et N @
4 P —
~ % £ A
F ZVAVAN
y O | Inflammatory markers \/ V
Visceral Adipose Tissue l Macrop%agefh‘lonocﬂe

Cytokines

|
hdlpok’ne\‘

Metabolic Syndrome
/ | \

Insulin Resistance HTN Dyslipidemia

e

Diabetes —— <— NAFLD/NASH

Renal Failure
Cardiovascular
complications
1

Fonte: Srikanthan, Shapiro e Sodhi (2016). Legenda: HTN-Hipertensdo, NAFLD/NASH - doenga
hepatica gordurosa ndo alcoodlica/esteato-hepatite ndo alcodlica.

Malignancy Liver Failure

2.2 Metabdlitos secundarios vegetais

Ao conjunto das transformagdes das moléculas organicas que ocorrem nas células
vivas, catalisadas por enzimas especificas, tendo como fungao suprir o organismo de energia,
renovar suas moléculas e garantir a continuidade do estado organizado, da-se a designagdo de
metabolismo. A presenca dessas enzimas especificas propicia uma determinada orientagdo a
essas transformacoes, designando-as de rotas metabodlicas. Os compostos quimicos formados
e degradados sdo chamados de metabdlitos e sdo divididos em primarios e secundarios. Nos
compostos primarios se enquadram os carboidratos, proteinas, acidos nucléicos, lipidios e
outras substancias importantes que participam da nutricdo e dos processos metabolicos vitais
4 manutencdo da vida do organismo (SIMOES et al., 2007).

Os metabolitos secundéarios possuem caracteristicas especificas e, apesar de estarem
presentes em pequenas quantidades, asseguram vantagens para a sobrevivéncia, garantindo a
perpetuacdo da espécie. Entre eles, citam-se os alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos,

quinonas e 6leos essenciais (que podem ser divididos em terpenos e fenilpropanoides), sendo
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originados do metabolismo da glicose, a partir da via do acido chiquimico ou do acetato

(acetil-coA) (Figura 8) (BRAZ-FILHO, 2010).

Figura 8 - Principais rotas de biossintese dos metabolitos secundarios.
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Fonte: Simdes et al. (2007).
2.3 Oleos essenciais

De acordo com a International Organization for Standardization, 6leos essenciais sao
definidos como produtos obtidos de uma planta ou de suas partes, por destilagdo
(hidrodestilagdo ou destilagdo por arraste com vapor d’adgua); ou de pericarpos de frutas
citricas, por processo mecanico apropriado sem aquecimento, designado expressio (SIMOES
et al., 2007).

Sao misturas complexas de compostos quimicos de origem vegetal, volateis,
lipofilicos, geralmente odoriferos, liquidos e raramente coloridos, variando em intensidade e
composicao, de acordo com a espécie, genética e fatores ambientais. Sdo formados pelas vias
do acido chiquimico ou acetato e podem estar presentes em diversos 6rgaos das plantas, como

flores, folhas, caule, galhos, sementes, frutos, raizes e cascas (BAKKALI et al., 2008).
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Os oleos essenciais sdo sintetizados em diferentes estruturas secretoras, como em
canais oleiferos, pelos glandulares, bolsas lisigenas e células parenquimaticas diferenciadas,
em que a secrecao ¢ formada em glandulas endogenas que, eventualmente, se rompem e
liberam substancias na cavidade dessas estruturas. Exercem as funcdes de autodefesa e de
atracdo de polinizadores (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os oOleos essenciais apresentam pouca solubilidade em agua e solubilidade em
solventes apolares. Sao instaveis na presenca de luz, calor, umidade, oxigénio, substincias
oxidantes, redutoras e metais, sofrendo inimeras rea¢cdes de degradacdo. Podem conter de
vinte a sessenta componentes diferentes em sua constituicdo, sendo, na maioria das vezes,
caracterizados por dois ou trés componentes majoritarios (20 a 70%), comparados aos outros
componentes que estdo presentes em quantidades minimas (SOUZA et al., 2012).

De acordo com Globbo-Neto e Lopes (2007), a produgdo desses 6leos pode ser
influenciada por fatores genéticos (especificos para cada espécie) e por fatores ambientais que
sdo dependentes de temperatura, altitude, idade da planta, aspectos fitossanitarios, micro e
macronutrientes, luz, dgua, composi¢do atmosférica, radiacio UV, indice pluviométrico e
sazonalidade. Procedimentos como secagem da planta e tipo de adubacdo também podem
afetar a composi¢cdo quimica e o rendimento. E, provavelmente, essa influéncia ocorre por
essas substancias representarem uma interface quimica entre as plantas e o ambiente.

A estrutura quimica das moléculas dos 6leos essenciais € composta por uma mistura
complexa de derivados de terpenos e fenilpropanoides. Os terpenos, também conhecidos
como terpenoides (quando apresentam oxigénio em sua composi¢do), constituem a maior
classe de produtos naturais, representando cerca de 90% da composi¢do quimica dos 6leos
essenciais. Sao sintetizados a partir da unidade isoprénica (2-metil-1,3-butadieno) (Figura 9)
que, por sua vez, origina-se do dcido mevalonico, sendo ativo no citosol ou da via do 1-deoxi-

D-xilulose-5-fosfato (DXPS), sendo ativo nos plastideos (SIMOES et al., 2007).

Figura 9 — Estrutura quimica do isopreno.

N

Fonte: Do autor (2019).

Os componentes dos Oleos essenciais sdo classificados pelo numero de unidade

isoprénica que possuem. Um monoterpeno (C10) € constituido por duas unidades de isopreno,
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um sesquiterpeno (C15) por trés unidades de isopreno, um diterpeno (C20) por quatro
unidades de isopreno, e assim por diante (Figura 10). As unidades de isopreno podem ser
ligadas de forma a originar cadeias lineares ou moléculas ciclicas (BAKKALI et al., 2008).

O 4cido mevaldnico ¢ desidratado e pirofosforilado, produzindo o isopentenil difosfato
(IPP), que ¢ transformado por meio de reagdes de isomerizagdo em dimetilalil difosfato
(DMAPP) (unidades isoprénicas bioquimicamente ativas). Ja pela via do intermediario DXPS,
¢ originado o 2-C-metil-D-eritritrol-4-fosfato , cujas sucessivas reacdes formam o IPP e o
DMAPP. Pela condensacao das unidades pentacarbonadas formadas (IPP e DMAPP), ocorre
a sintese dos outros compostos terpénicos (DEWICK et al., 2002).

Figura 10 - Biossintese dos terpenoides.
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Fonte: Do autor (2019), adaptado de Dewick et al. (2002).

Os fenilpropanoides sdo caracterizados estruturalmente por apresentarem um anel
benzénico com uma cadeia lateral composta por trés carbonos, com uma dupla ligagdo,

podendo apresentar uma hidroxila na posicao para, conter em suas estruturas outros grupos
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funcionais oxigenados e como precursor o acido chiquimico, que ¢ formado pela condensacao
de dois metabdlitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato. A juncdo de uma
molécula do acido chiquimico e de uma fosfoenolpiruvato da origem ao acido corismico,
responsavel por gerar aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina), que com a acdo da
enzima fenilalanina amonialiase (FAL), resulta na formacdo dos 4acidos cindmico e p-
cumarico. Assim, os fenilpropanoides sdo formados pelas reagdes de reducdo, oxidacdo e

ciclizagdo desses acidos (Figura 11) (SIMOES et al., 2007).

Figura 11 - Biossintese dos fenilpropanoides.
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Os 6leos essenciais de citros constituem-se de uma mistura de diversos compostos,
contendo terpenos e compostos nao volateis, dos quais o limoneno (monoterpeno ciclico)
(Figura 12) pode estar presente em mais de 90%. As frutas citricas mais conhecidas
pertencentes a esse género das quais se extraem os 0leos essenciais sdo o limao (Citrus limon
(L.) Burm. f.), tangerina (Citrus reticulata Blanco), grapefruit (Citrus paradisi Macf.) e

laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck).

Figura 12 - Estrutura quimica do limoneno.

s

Fonte: do autor, 2019.

O mercado global de 6leos essenciais tem crescido constantemente nos tltimos anos,
com previsao de atingir US § 11,19 bilhdes até 2022 e uma taxa de crescimento anual de 8,8%
de 2017 a 2022. A demanda por esses produtos esta crescendo e incentivando os fabricantes a
aumentarem a producdo. A mudanca na direcao dos cuidados preventivos, aliada a melhoria
do padrao de vida entre os consumidores, sdo os principais fatores que impulsionam o
mercado. Além disso, os casos crescentes de depressdo e transtornos de ansiedade sdo vistos
também como contribuintes para a crescente demanda (WOOD, 2017).

Entre os oleos essenciais produzidos, os de laranja, oriundos de subprodutos da
industria de sucos, representaram a maior participagdo de mercado em 2017. O Brasil se
destaca como um dos maiores produtores, mas apesar dessa alta produtividade, o pais
apresenta muitos problemas, como falhas no padrio de qualidade dos Oleos,
representatividade nacional e baixos investimentos governamentais no setor a um quadro que
nao prospera (WOOD, 2017).

Das laranjas comercializadas mundialmente, as sanguineas da variedade Moro vém
ganhando destaque, por apresentarem grande potencial nutricional e mercadologico. Mas
apesar dessa expansdo, estudos envolvendo a extragdo do oOleo essencial da casca dessas
laranjas ainda sdao escassos, precisando ser incentivados devido ao alto valor agregado

envolvido, pois podem apresentar novas propriedades biologicas, além de possibilitar o
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aproveitamento dos subprodutos gerados na fabricacao dos sucos, contribuindo para a reducao

da poluicao ambiental (FABRONI et al., 2016).

2.3.1 Atividades biologicas dos 6leos essenciais

Durante muito tempo, os 6leos essenciais foram valorizados apenas pelo aroma e
sabor que propiciavam aos alimentos e bebidas. Atualmente, eles tém recebido um interesse
terapéutico renovado, ganhado destaque como produtos naturais e sendo aceitos pelos
consumidores, por ndo conferirem riscos a saide. Dessa forma, passaram a ter mais foco nas
industrias alimenticia, farmacéutica e agrondmica, devido as inimeras propriedades
multifuncionais que possuem, incluindo as atividades antibacteriana, antifingica, antitumoral,
antioxidante, inseticida, alelopatica, antiparasitaria, anti-inflamatoria, entre outras
(CAMARGO et al., 2017; CEOLE; CARDOSO; SOARES, 2017; DE ANDRADE et al.,
2018; DOSOKY; SETZER, 2018; MIRANDA et al., 2016; POMA et al., 2018; REZENDE et
al., 2017, SALES et al.,, 2017; SANTIAGO et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2018;
VILLAMIZAR et al., 2017).

Mais de trés mil 6leos essenciais foram descritos, dos quais cerca de um décimo sao
relevantes para as industrias. As atividades bioldgicas desses compostos estdo relacionadas
com as suas estruturas quimicas, principalmente aquelas que possuem grupos hidroxila
ligados ao anel aromatico, insaturagdes e elétrons disponiveis para serem doados. Entretanto,
a grande variagdo no perfil quimico significa uma grande diversidade nos mecanismos de
a¢ao e alvos moleculares (SHARIFI-RAD et al., 2017).

E possivel ressaltar que os compostos majoritarios presentes nos 6leos essenciais nem
sempre  sdo  os  responsaveis  pelas  propriedades que eles  possuem.
Houghton et al. (2007) demonstraram que, pela analise dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais, ndo ¢ possivel afirmar que o componente majoritario ¢ o que realiza a atividade
biologica em estudo. Assim, o efeito pode ser atribuido a um constituinte em menor

propor¢ao ou a um sinergismo entre 0s compostos existentes no oleo.
2.3.1.1 Atividade antifungica dos 0leos essenciais
O controle de fungos por meio da utilizagdo de Oleos essenciais ¢ de extrema

importancia, pois muitos desses microrganismos podem atuar como deteriadores de produtos

alimenticios, incluindo grios, cereais, leguminosas, frutas e vegetais, pela producdo de
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micotoxinas, tornando os alimentos imprépios para consumo, podendo afetar negativamente
seu valor nutricional (PANDEY et al., 2016).

Durante o armazenamento de alimentos, a deterioragdo ¢ um problema cronico em
paises de clima quente e umido. Segundo o Food and Agriculture Organization, os fungos e
seus metabolitos toxicos podem produzir perdas de até 25% do total das commodities
agricolas em todo o mundo. Assim, durante o armazenamento e transporte, a prevengao do
crescimento de fungos mediante a aplicacdo de biofilmes, embalagens ativas e conservantes
naturais elaborados, a partir de 6leos essenciais, pode ser uma abordagem econdmica para
combater essas perdas (PEREIRA et al., 2014).

A fim de se comprovar a atividade antifungica dos 6leos essenciais, diversos trabalhos
foram realizados. Kedia et al. (2015) sugeriram que essa atividade pode estar relacionada as
caracteristicas hidrofobica e lipofilica dos 6leos essenciais, que, em consequéncia disso,
atravessam a parede celular e a membrana citoplasmatica, interrompem a estrutura das
diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios e interagem com as
enzimas e proteinas da membrana responsaveis pela biossintese do ergosterol, produzindo um
fluxo de protons para o exterior da célula que rompem a sua organizacdo, ocasionando um
desequilibrio na permeabilidade que reflete um vazamento do contetido celular, culminando
na morte do fungo. Além disso, nas células eucaridticas, os 6leos essenciais t€ém sido capazes
de despolarizar a membrana mitocondrial, afetando o ciclo id6nico do Ca™ e reduzindo o
gradiente de pH (BAKKALI et al., 2008).

Tais afirmacdes podem ser comprovadas no trabalho de Lucas et al. (2012), que
demonstraram altera¢des nas membranas das células fungicas de Pseudocercospora griseola,
quando tratadas com o6leo essencial de C. citratus. Foram observados danos ultraestruturais
nas células dos conidios, com condensagao no citoplasma, fusdo dos vacuolos, alteracdes na
estrutura mitocondrial interna, lise de organelas membranosas, ruptura da membrana
plasmatica e da parede celular.

Santiago et al. (2017) estudaram o efeito dos Oleos essenciais de Melaleuca
alternifolia, Melaleuca quinquenervia e Backhousia citriodora sobre a sintese de ocratoxina
A (OTA) por Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius isolados de uvas. A atividade
toxigénica dos oOleos essenciais (31,25; 15,62 e 7,81 ug mL") foi avaliada pela inibi¢do da
producdao de OTA pelos fungos estudados, sendo a quantificacdo da toxina realizada por
HPLC. Os autores observaram que a produgdo de OTA foi dependente das espécies de
fungos, da temperatura de incubagdo e da presenca dos 6leos essenciais. Em testes realizados

a 15 °C, os 6leos causaram reduc¢do na sintese de OTA, que variou de 57,60 a 76,93% e de
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54,78 a 98,68% para os fungos A. carbonarius e A. niger, respectivamente. A 25 °C, as
redugdes variaram de 38,66 a 75,93% e de 17,94 a 71,79% para os respectivos fungos. Pelo
estudo, conclui-se que os produtos naturais podem ser potenciais agentes de biocontrole

contra a contaminac¢ao por OTA nos alimentos.

2.3.1.2 Atividade antitumoral dos oleos essenciais

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgdos. Dividindo-se rapidamente,
essas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagdo de
tumores, que podem espalhar-se para outras regides do corpo. Os diferentes tipos de cancer
correspondem aos varios tipos de células do corpo. Quando comegam em tecidos epiteliais,
como pele ou mucosas, s3o denominados carcinomas. Se o ponto de partida sdo os tecidos
conjuntivos, como o0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas. Outras
caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cincer entre si sdo a velocidade de
multiplicagdo das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos ou distantes,
conhecida como metastase (INCA, 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer ¢ a primeira causa de morte em
paises desenvolvidos e sua incidéncia so cresce pelo mundo. Dados recentes estimam que em
2018 ocorreram 18,1 milhdes de novos casos da doenca ¢ 9,6 milhdes de mortes em sua
decorréncia. O estudo aponta que um em cada cinco homens e uma em cada seis mulheres
terdo cancer durante a vida e um em cada oito homens e uma em cada onze mulheres vao
morrer da doenga (GLOBOCAN, 2018).

O aumento do niumero de casos de cancer se deve a multiplos fatores, entre eles o
crescimento e¢ o envelhecimento da populacdo e o aumento de causas ligadas ao
desenvolvimento econdmico. Em economias em crescimento, os pesquisadores observam uma
mudanga no padrdao de incidéncia de canceres, com reducdo do numero de casos de tumores
relacionados a infecgdes e condigdes de pobreza e aumento do caso de tumores mais ligados a
vida urbana, tipicos de paises desenvolvidos. Por outro lado, o nimero de pessoas que estardo
vivas dentro do periodo de cinco anos apds o diagnodstico do cancer ¢ estimado em 43,8
milhdes. H4 cinco anos, quando a ultima edi¢ao do estudo foi publicada, eram 32 milhdes de
pessoas nessa situacao (GLOBOCAN, 2018).

As estimativas apontam que o Brasil tenha somado em 559 mil novos casos de cancer,

com 243 mil mortes, em 2018. Até 2040, ¢ esperado ainda um aumento de 78,5% dos casos,
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um dos maiores entre as principais economias mundiais. Hoje, o cancer de mama ¢ o mais
frequente no pais, com 85,6 mil casos, 15,3% do total. Em segundo, lugar vem o de prostata,
com 84,9 mil. Essas estatisticas apoiam a necessidade de novas drogas quimioterapicas nos
proximos anos (GLOBOCAN, 2018).

A incidéncia, a distribui¢do geografica e o comportamento de tipos especificos de
canceres estdo relacionados a diversos fatores, incluindo sexo, idade, raga, predisposi¢ao
genética e exposicao a carcindgenos, como ma alimentagdo, cigarro, ingestdo de bebidas
alcodlicas, sedentarismo, estresse, polui¢do ambiental, exposicdo a raios solares, radiacdao
ultravioleta, entre outros. Sugere-se que o estresse oxidativo, inflamacdo cronica e cancer
estejam relacionados (PRADO, 2014; REUTER et al., 2010).

Existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolugdao de uma célula normal
para uma célula potencialmente maligna, mas a maior parte deles interfere no ciclo celular
(Figura 13). A célula que ndo esta replicando apresenta-se na fase G0. Nessa fase, o DNA
apresenta-se muito enovelado, com atividade nuclear baixa. Esse estagio pode ser modificado
para a fase G1, onde hd a preparacdo da célula para a multiplicacdo, com a produgdo de
constituintes celulares que serdo essenciais para a nova célula que serd gerada, além da
preparagao para a sintese de DNA, que ocorrerd na fase S (DE ROBERTIS; HIB, 2014).

Nas fases Gl e S, existem diversos mecanismos reguladores que irdo afetar a
multiplicacdo celular. Os fatores de crescimento, como os produtos de oncogenes, ativam a
multiplicagdo celular, ao passo que os controles de retroalimentacdo (“feedback”) sao
inibidores da multiplicagdo celular. Esses controles sdo, por exemplo, genes supressores
tumorais, que detém a replicagdo celular quando ha dano no DNA, para que ele seja reparado.
Outro mecanismo regulador € a apoptose (morte celular programada), que provoca a morte da
célula em detrimento da possibilidade de a célula tornar-se alterada, podendo levar ao cancer
(DE ROBERTIS; HIB, 2014).

Na fase G2, hd a sintese de componentes para a mitose (divisdo celular com
manuten¢do do nimero de cromossomos especifico da espécie), como a produ¢do do fuso
mitdtico que ¢ feita na fase M. Apds a divisdo do material nuclear, ha a citocinese (separagao
da célula-mae, formando as duas células filhas com suas organelas e demais constituintes
celulares), finalizando o ciclo de replicagao celular (retorna a fase G0). A célula tumoral ou
transformada ndo finaliza o ciclo de replicagdo celular (ndo retorna a fase GO0); assim, passa

da fase M para nova fase G1, multiplicando-se rapidamente (DE ROBERTIS; HIB, 2014).
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Figura 13 - Esquema do ciclo celular de uma célula cancerosa.
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Fonte: Do autor (2019), adaptado de De Robertis e Hib (2014).

Os estagios da carcinogénese requerem diferentes abordagens quimioterapicas, devido
a natureza evolutiva do cancer, que levam a alteragdes na sensibilidade a terapia. A
progressdo tumoral estd associada a instabilidade genomica, pelo do acimulo de mutacdes
para fatores envolvidos na proliferacao celular, apoptose e reparo de DNA. As drogas
quimioterapicas agem no estagio de promo¢do, de maneira que incluem a inibi¢do da
proliferacdo celular, o aumento da taxa de morte celular e a inducdo da diferenciacdo de
células tumorais (FERGUSON; CHEN; COLLINS, 2015).

As drogas quimioterapicas convencionais sdo mais citotdxicas para as células
cancerigenas devido a sua maior taxa de divisdo celular; no entanto, devido a esse mecanismo
de acdo, ha problemas com a especificidade de células tumorais e citotoxicidade associada a
células saudaveis. Os efeitos colaterais subsequentes no paciente podem dificultar a
recuperagao e até mesmo provar ser fatal ( BLOWMAN et al., 2018).

A administracio combinada de produtos naturais e drogas quimioterapicas
convencionais ¢ uma via potencial para a solugdo desse problema, fornecendo o agente
altamente citotoxico especificamente as células cancerigenas. A atividade antiproliferativa
dos 6leos essenciais vem ganhando destaque pelos mecanismos preventivos, além de atuarem
na propria célula tumoral estabelecida e na interagdo com o microambiente, podendo inibir
diretamente a entrada de mutagénicos na célula, diminuindo as enzimas da fase I, como CytC

(citocromo C) e aumentando as enzimas da fase II, como a GST e UGT (uridina 5'-difosfo-
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glucuronosiltransferase), QR (quinona redutase) e EH (epoxido hidrolase), para uma
desintoxicacao melhorada da célula (Figura 14) (CHARI, 2008; SITAREK et al., 2017).

Os o6leos essenciais suprimem o mTOR (alvo mecanicista do farmaco rapamicina) e a
pPDK1 (proteina piruvato desidrogenase quinase 1), causando desfosforilacdo da proteina
PKB (proteina quinase B), que atua duplamente para iniciar a atividade da protease caspase e
desativar a proteina reguladora MDM?2 (minuto duplo de murino 2), aumentando a proteina
p21 (proteina reguladora da transi¢ao da fase G1 para S no ciclo celular) para iniciar uma
maior atividade de caspase, resultando em apoptose. A p21 aumentada induz a parada do
ciclo celular na fase G1/S.Os Oleos essenciais diminuem a proteina CDK7 (quinase
dependente de ciclina), bloqueando o complexo CDK1/ciclina e causando também parada do

ciclo celular na fase G2/M (SITAREK et al., 2017).

Figura 14 - Mecanismos de agdo preventivos e anticancerigenos de 6leos essenciais.
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Fonte: Sitarek et al. (2017). Legenda: CytP450: citocromo P450; CytC: citocromo C; GST:
glutationa-S-transferase; UGT: uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase; QR: quinona redutase; EH:
epoxido hidrolase; ROS: espécies reativas de oxigénio; CAT: catalase; SOD: superoxido
dismutase; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; Bel: linfoma das células-B2; Bax:
proteina X associada ao linfoma das células-B2; PARP: poli ADP ribose polimerase; mTOR: alvo
mecanicista do farmaco rapamicina; pPDKI1: proteina piruvato desidrogenase quinase 1; PKB:
proteina quinase B; mdm?2: minuto duplo de murino 2; p21: proteina reguladora da transicdo da fase
G1 para S no ciclo celular; G1/S: fases do ciclo celular; CDK: quinase dependente de ciclina; G2/M:
fases do ciclo celular; ER: reticulo endoplasmatico; ETC: cadeia de transporte de elétrons; MITO:
mitocondrias; NF k B: nuclear fator k B.
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Kapur et al. (2016) mostraram que o citral, uma mistura isomérica de neral e geranial,
inibe a proliferacao celular e o crescimento do tumor, aumentando os niveis intracelulares de
radicais de oxigénio e, consequentemente, induzindo estresse oxidativo, levando a reducao da
proliferacdo de células cancerigenas e resultando em morte celular. Anteriormente, Nakamura
et al. (2003), pesquisando o 6leo essencial de Melissa officinalis, observaram que ele inibiu as
enzimas da fase II de uma maneira dependente da dose. O mecanismo de agdo do citral ¢
devido ao seu componente geranial.

Russo et al. (2016) investigaram as composicdes qualitativas e quantitativas dos
6leos essenciais de diferentes espécies de Salvia officinalis e sua atividade bioldgica contra
células de melanoma humano e os mecanismos anticancerigenos envolvidos, como
integridade da membrana celular, fragmentacao do DNA gendomico e atividade da caspase-
3. Os autores relataram que todos os Oleos essenciais que foram capazes de diminuir o
crescimento de células cancerigenas induzindo morte celular apoptoética. Essas atividades
foram associadas a seus constituintes, que incluem predominantemente sesquiterpenos,
particularmente sesquiterpenos oxigenados como 6xido de cariofileno.

Girola et al. (2015) testaram as propriedades antitumorais do canfeno isolado do 6leo
essencial de Piper cernuum em células de melanoma. O estudo demonstrou que esse
composto foi capaz de induzir a apoptose pela ativacdo da via da caspase-3, bem como ativar
a sinalizagdo de estresse do reticulo endoplasmatico.

Oliveira et al. (2015) verificaram a atividade antitumoral in vitro de 6leos essenciais
extraidos das folhas e flores de Callistemon viminalis pela técnica de hidrodestilagdo. A
atividade antitumoral foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio),  utilizando  diferentes  linhagens
celulares derivadas de tumores humanos (mama, pulmao, glioblastoma e melanoma). Os
principais constituintes das folhas e flores foram o 1,8-cineol, a-pinene e a-terpineol. A
atividade citotoxica foi observada apenas nas culturas de melanoma (HT144). Culturas
tratadas por 48 h com Oleos essenciais de folhas e flores (200 pg.mL-') reduziram a
viabilidade em 40% e 25%, respectivamente. A atividade antiproliferativa dos oleos das

folhas foi mais pronunciada que o das flores nas células derivadas do melanoma.

2.3.1.3 Atividade antioxidante dos o0leos essenciais

Muitos o6leos essenciais tém exibido resultados promissores como agentes

antioxidantes, apresentando atividades no controle de radicais livres, de substancias oxidantes
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e na inibi¢ao de peroxidacao lipidica, promovendo a substituicdo ou fazendo associagdes com
os antioxidantes sintéticos, com consequente reducao dos efeitos negativos a saide (GOMES
et al., 2016; SANTIAGO, 2015; TEIXEIRA, 2016).

Os radicais livres sdo definidos como qualquer molécula capaz de permanecer com um
ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletronica, sendo assim altamente
instaveis e reativos. Eles sdo formados pelas rea¢des quimicas de oxirredugdo. A molécula
que sofre oxidagdo perde elétron para a molécula que sofre reducao, a qual ganha elétrons.
Tanto o ganho como a perda de elétrons pode gerar um desemparelhamento dos elétrons de
uma molécula, tornando-a um radical livre (LIOCHEV, 2013).

As moléculas que perderam elétrons tendem a atacar outras moléculas que estdo a sua
volta, na tentativa de sequestrar elétrons e atingir uma estabilidade. Essa a¢dao pode gerar uma
reacdo em cadeia, pois a molécula que foi “roubada” passa a ser um radical livre e tende a
fazer o mesmo com outra molécula e assim por diante. Esse excesso de radicais livres no
organismo pode danificar a membrana e a estrutura da célula, podendo causar morte celular
(SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

O elétron livre que caracteriza o radical pode estar centrado em diferentes atomos:
hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N), carbono (C), enxofre (S) ou dtomos de metais
de transicdo (Fe, Cu). As EROs referem-se aos radicais livres contendo oxigénio, como o
anion superoxido (O,™), radical hidroxila (HO"), o radical peroxila (ROO") e espécies nao
radicalares, como o perdxido de hidrogénio (H,0;) e o oxigénio singlete (10,) (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Uma vez produzidas, a maior parte das EROs é removida pelas defesas antioxidantes
da célula, que incluem enzimas (superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase e catalase) e moléculas ndo enzimaticas (vitaminas lipossoluveis e hidrossoluveis, os
oligoelementos e os polifendis). A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais
livres e as defesas antioxidantes ¢ uma condigdo essencial para o funcionamento normal do
organismo (COTINGUIBA et al., 2013).

Antioxidantes sao moléculas que podem neutralizar os radicais livres, aceitando ou
doando elétrons para eliminar a condigdo ndo pareada do radical. As moléculas antioxidantes
podem reagir diretamente com os radicais reativos e destrui-los, enquanto eles podem se
tornar novos radicais livres que sdo menos ativos, mais duradouros € menos perigosos que 0s
radicais que eles neutralizaram. Esses antioxidantes podem ajudar a proteger os danos

celulares do estresse oxidativo e também reduzir o risco de doengas cronicas. Outra
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importante fung¢do dos antioxidantes ¢ regular as enzimas relacionadas as EROs
(CAMBRUSSI et al., 2018).

Antioxidantes sintéticos, tais como butil-hidroxi-anisol (BHA) e 2,6-di-tert-butil-4-
hidroxitolueno (BHT), tém sido amplamente utilizados na industria de alimentos para retardar
a oxidagcdo de lipidios. No entanto, esses antioxidantes ndo sdo preferidos devido a
preocupagdes toxicologicas. Assim, mais interesses se concentraram na identificacdo de
produtos vegetais, como os 6leos essenciais, para uso como suplementos antioxidantes
(LUIZ; SILVA; ZERMIANI, 2017).

A fim de se determinar a capacidade antioxidante in vitro de substancias antioxidantes,
diferentes métodos sdo aplicados devido aos diferentes tipos de radicais livres gerados e as
suas distintas formas de atuacao nos organismos vivos. Dentre esses métodos, destacam-se os
baseados na estabilizagdo de radicais (ABTS, DPPH, hidroxil, ORAC); complexagdo de
metais (reducdo do molibdénio e poder redutor - FRAP) e inibi¢do da peroxidagdo lipidica
(TBARS, oxidagdo do LDL e cooxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico), lipossomas,
acetilcolinesterase, entre outros.

Miranda et al. (2016) avaliaram as propriedades antioxidantes de 6leos essenciais de
folhas frescas de Coniza bonariensis, Parthenium hysterophorus, Tithonia diversifolia,
Ambrosia polystachya, Hedychium coronarium e Baccharis dracunculifolia,  pelas
metodologias do consumo do radical DPPH e pela inibi¢do da oxidacdo do sistema [3-
caroteno/acido linoleico. Todos os 0Oleos essenciais avaliados pela metodologia do sequestro
do radical DPPH ndo apresentaram IC50 significativos, provavelmente pelo elevado contetido
de terpenos. Empregando a metodologia do B-caroteno/acido linoleico, os 6leos essenciais de
T. diversifolia e H. coronarium ndo apresentaram atividades significativas e os de C.
bonariensis, P. hysterophorus, A. polystachya, e B. dracunculifolia apresentaram IC50
superiores a maior concentracdo avaliada.

Rezende et al. (2017) estudaram a atividade antioxidante dos 6leos essenciais de
Mentha piperita, Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis, Peumus boldus e Foeniculum
vulgare, extraidos por hidrodestilacdo, caracterizados e quantificados por CG/MS
(cromatografia gasosa com espectrdmetro de massa) e CG/FID (cromatografia gasosa com
detector por ionizagdo de chama. Os principais componentes do 6leo essencial de M. piperita
(carvona e limoneno), C. citratus (geranial, neral e mirceno), R. officinalis (1,8-cineol,
canfora e a-pineno), P. boldus (formado de a-terpinila, p-cimeno e 1,8-cineol) e F. vulgare
(metil chavicol, limoneno e fenchona) foram identificados. Os 6leos foram testados quanto a

atividade antioxidante empregando os métodos DPPH, ABTS, B-caroteno/acido linoléico,
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radical hidroxil e redu¢do do molibdénio.Todos os dleos essenciais testados apresentaram
baixo ou nenhum efeito antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e [-caroteno/acido
linoléico. Foi observada atividade antioxidante pelo método hidroxil no 6leo essencial de M.
piperita, apresentando resultados maiores do que o padrdo manitol utilizado. No método de

reducdo de molibdénio, os 6leos essenciais de C. citratus e P. boldus foram mais eficazes.

2.3.1.4 Atividade citotoxica dos oleos essenciais

Com o aprimoramento das culturas celulares, foi possivel, no final da década de 80, o
desenvolvimento de linhagens celulares oriundas de tumores humanos ¢ murinos. Atualmente,
sdo utilizadas diversas linhagens, como a MCF7 (adenocarcinoma de mama), Jurkat (leucemia
linfoblastica T), HepG2 (hepatocarcinoma), HT-29 (tumor de intestino), J774-A1 (macréfago
murino), Hela (cancer cervical), H7144 (melanoma), A549 (adenocarcinoma de pulmio),
entre outras. Além das linhagens neoplasicas utilizadas para verificar a seletividade da droga,
utilizam-se linhagens normais, como a VERO e CCD-1059Sk (obtidas de fibroblastos
derivados de pele humana) (ANBARLOU et al., 2015; GOLFAKHRABADI et al., 2015;
MAHMOUDVAND et al., 2015; TAHERKHANI, 2015).

Os métodos colorimétricos que quantificam a proliferacdo celular em cultura mais
conhecidos sdo aqueles que se utilizam corantes, como o MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil brometo de tetrazolio) e o MTS (Figura 15). O MTT ¢ um sal amarelo que ¢ reduzido
pela agdo da enzima desidrogenase mitocondrial, resultando em um sal de formazan de cor
purpura. Essa reducdo ocorre somente em células vivas. Dessa maneira, a viabilidade celular
pode ser determinada pela intensidade da coloragao purpura, que € proporcional a quantidade
de cristais de formazan formados. A desvantagem ¢ a necessidade do uso de solventes
organicos, como o DMSO ou o élcool isopropilico, para dissolver os cristais de formazan que
sdo insoluveis em agua (NOZAKI et al., 2012).

O corante MTS ¢ reduzido da mesma forma que o MTT pela enzima desidrogenase
mitocondrial, com a formacgao de cristais de formazan. A diferenca € que os cristais formados
a partir do MTS sdo soliveis em 4gua e, portanto, o uso de solventes organicos ndo ¢

necessario (NOZAKI et al., 2012).
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Figura 15 - Estruturas moleculares dos corantes: a) MTT; b) MTS.
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Fonte: Do autor (2019).

A triagem in vitro sobre células tumorais ou normais de diversas linhagens possibilita
a analise de varias amostras simultaneamente e representa uma metodologia mais simples que
os ensaios in vivo, além de reduzir o uso de animais em experimentos. Dessa forma, as
amostras que inibem seletivamente a proliferagdo celular sdo selecionadas para determinagao
da eficacia, seletividade e mecanismo de a¢ao do composto, em um espectro mais amplo de
linhagens (COSTA-LOTUFO et al., 2010; NEIDLE; THURSTON, 2005).

Oukerrou et al. (2017) investigaram o efeito citotoxico do o6leo essencial de folhas
secas de Lippia citriodora colhidas em diferentes regides do Marrocos. Esse efeito foi
avaliado diante da linhagem celular de mastocitoma murino (P815), utilizando o ensaio MTT.
Pelos resultados, demonstrou-se que o 6leo essencial exibiu atividade citotoxica sobre a
linhagem P815, com valores de IC50 variando de 7,75 a 13,25 ug mL-!. Essa citotoxicidade
rapidamente se iniciou e aumentou de um modo dependente da dose e do tempo. Os autores

concluiram que o 6leo essencial estudado induziu a apoptose na linhagem celular estudada.

2.3.1.5 Atividade genotoxica dos dleos essenciais

Os organismos vivos estdo habitualmente expostos a substancias mutagénicas que
podem causar danos celulares, induzidos por agentes quimicos, fisicos ou biologicos, afetando
processos vitais, como a duplicagdo, a transcri¢do génica e alteragdes cromossomicas, levando
a processos cancerosos € morte celular e, por causarem lesdes no material genético, essas
substancias sao conhecidas como genotoxicas (COSTA; MENK 2000).

Algumas substincias naturais podem apresentar essas caracteristicas; por isso, a
avaliacdo da genotoxicidade de oOleos essenciais representa um papel importante no
desenvolvimento de novos produtos, devendo ser realizada nos estagios iniciais desse

desenvolvimento, a fim de auxiliar na obten¢do de novas estruturas quimicas menos toxicas.
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Os principais testes in vitro utilizados para a deteccdo da genotoxicidade de dleos
essenciais sdo os ensaios de Ames, Micronucleos € o Cometa. O ensaio Cometa ou Single
Cell Gel (SCG) Assay ¢ um método de eletroforese em microgel, utilizado para a detecgado e
quantificacdo de quebras das fitas do DNA, em células individuais, usando microscopia.
Nessa metodologia, inicialmente as células obtidas de um ser vivo sdo embebidas em uma
solugdo contendo gel de agarose e lise. ApOs esse processo, as membranas celulares sofrem
um processo de lise e suas proteinas nucleares sdo extraidas. Como o DNA possui mais peso
que os outros componentes que restaram, ele tende a ficar retido em uma estrutura conhecida
como nucleoide (conjunto de algas enoveladas de DNA que nio possuem histonas e que ficam
aderidas a matriz nuclear remanescente). Essas células, entdo, sdo submetidas a uma corrida
em gel de eletroforese, o que faz com que o DNA (possui cargas elétricas negativas)
fragmentado livre migre em direcdo ao polo positivo e se afaste do nucleo principal,
formando, assim, a cauda e dando a célula a aparéncia de um cometa com cabega (regido
nuclear) e cauda (constituida pelos fragmentos de DNA). Os cometas formados por meio da
corrida eletroforética podem, entdo, ser corados e analisados por microscopia de fluorescéncia
usando corantes fluorescentes como brometo de etidio, iodeto de propidio e Syber Green, ou
podem ser analisados em microscopia Optica usando corantes como nitrato de prata ou
Giemsa. Na Figura 16 estd representada a estrutura de um cometa com a cabeca e cauda

(BARROS, 2013; OLIVEIRA, 2014; SANTOS, 2015; SINGH et al., 1988).

Figura 16 - Estrutura de um cometa com cabega e cauda.

Comprimento Comprimento da cauda e %
da cabeca de DNA na cauda

Fonte: Oliveira (2014).

Nesse ensaio, a avaliagdo do DNA fragmentado ¢ medida pela corrida desses
fragmentos na eletroforese, com posterior analise da cabeca e cauda do cometa formado,
sendo que, quanto maior quantidade de quebras de DNA, maior sera extensdo da migracao do
DNA lesado. A andlise dos cometas pode ser feita visualmente e automatizada utilizando-se
softwares especificos para essa finalidade. Durante a analise dos cometas, as células normais

(células que ndo possuem dano detectavel no DNA) apresentam nucleo redondo, ao passo que
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as células que possuem danos detectaveis no DNA apresentam uma cauda constituida por
fragmentos de DNA de diferentes tamanhos (CARMO, 2009; MENEZES, 2011).

Ruiz-Pérez et al. (2016) realizaram a avaliacdo genotoxica de Oleos essenciais de
Citrus sinensis e Citrus latifdlia que foram extraidos da casca pela técnica de hidrodestilagao.
Os principais componentes determinados pela GC-MS foram o d-limoneno e a-mirceno em
Citrus sinensis e d-limoneno, P-thujona, B-pineno e y-terpineno em Citrus latifolia. A
avaliacdo genotdxica foi feita pelo teste de Ames, em que nenhum dos 6leos induziu mutagdes
pontuais. A citometria de fluxo foi utilizada para medir a toxicidade em células epiteliais orais
humanas. Observaram que a espécie Citrus sinensis ndo foi citotoxica e Citrus latifolia foi
toxica em 21,8 ug.

A fim de cumprir os requisitos da Autoridade Europeia para a seguranga dos
alimentos, Llana-Ruiz-Cabello et al. (2018) administraram O6leo essencial de Origanum
vulgare 50, 100 ou 200 mg/kg de massa corporal durante noventa dias em ratos Wistar e
determinaram o potencial genotoxico usando os testes do Microntcleo (MN) e Cometa. O
MN foi realizado em células da medula 6ssea e ensaios Cometas foram conduzidos em células
do estdmago, figado e sangue. O principal composto detectado no estudo analitico do 6leo
essencial foi o carvacrol, seguido de timol, assim como seus precursores, y-terpineno e p-
cimeno. Pelos resultados obtidos nos ensaios de genotoxicidade, infere-se auséncia de efeito

em MN e ensaio padrao de Cometa sob as condi¢des testadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Llana-Ruiz-Cabello%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29537935
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ABSTRACT

The possibility of commercialization of Moro blood oranges in tropical countries such as
Brazil was evaluated to verify whe ther post-harvest management through storage at low
temperatures for a period of 60 days can improve the bioactive properties and quality
parameters. Moro blood oranges cultivated in Brazil did not contain significant amounts of
anthocyanins at the time of harvesting, but these compounds were activatedby post-harvest
management through storage at low temperatures (4 and 8 °C) for a period of 60 days. The
emergence of the anthocyanins in the juices occurred within a few weeks of storage, but the
maximum levels were attained after 60 days and at the temperature of 8 °C. Cold storage
positively influenced other bioactive compounds such as total phenolic compounds,
individual phenolic compounds, B-carotene and the antioxidant activity determined by the
sequestration of DPPH free radicals. It did not influence the vitamin C content. In addition,
storage significantly altered the color, total acidity and pH of the fruits, but it did not prevent
its commercial use. The remaining quality parameters were not influenced. It is possible to

commercialize these oranges in Brazil through post-harvest management.

Keyword: cyanidin-3-glycoside; antioxidant; post-harvest.

INTRODUCTION

The use of natural products as sources of bioactive substances that are capable of
enhancing the body's functions has been extensively studied in recent decades. The consumer
market is seeking products that are beneficial to health, and the interest of the food industries
for these products is increasing, impelling research on the isolation, characterization and
properties of these substances. In this context, fruits rich in antioxidants that may play a
protective role against a number of diseases stand out.

From the most cosumed fruits, oranges (Citrus sinensis) occupy notorious position in
global economic scene, because they are responsible for a production amount of 50.672
thousand tons [1]. However, even with this high production, it is observed that some countries
have low consumption and to reduce this deficience, Moro blood oranges (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) (OM), for showing great nutricional and economic potential and for not being

commercialized in countries hot weather, have been object of studies.
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These oranges, which originate in Italy, are characterized by the intense red coloration
of the pulp and the juice and are differentiated from the other blood oranges by their high
anthocyanin content, which is an important form of fruit enrichment. The potent synergism
between flavonoids, ascorbic acid and hydroxycinnamic acids in the expressive antioxidant
action is also noteworthy. These substances are related to the prevention of diseases such as
degenerative and cardiovascular diseases, diabetes, arthritis and cancer [2].

In addition to these benefits, the OM is considered to be the only citrus fruit containing
the specific anthocyanin cyanidin-3-glycoside. This substance contributes to the regulation of
dysfunctions of the adipocyte cells that store energy and accumulate triacylglycerol during
nutritional excess. Thus, this substance isimportant for weight management [3].

Previous studies have shown that the synthesis and accumulation of anthocyanin in
blood oranges are genetically controlled, but they may suffer significant environmental
influences. Cultivation in countries with a cold climate is the most appropriate. On the other
hand, the possibility of increasing anthocyanin concentrations in fruits and juices through
postharvest management involving cold storage has been demonstrated. This management
facilitates commercialization in countries that possess a tropical climate. Although these fruits
are considered non-climacteric, storage at low temperatures can increase the respiratory rate
because of possible refrigeration lesions, and it can cause biochemical changes that preserve
the fruits for long periods [4,5].

Given the importance that the citrus represent in the world economy, as well as the
intense search for natural antioxidants, this work had the objective of providing new
information to fruit growers and involved in the beverage industry about the possibility of
bioactive compounds present in the incrementation of juice of Moro blood orange, through
the storage at low temperatures, creating in this way an effective alternative to cultivate and

market these fruit nutritionally enriched in countries that are not cold.

MATERIAL AND METHODS

Origin and treatment of fruits

Twenty-five OM were harvested from three plants of the Active Germplasm Bank of
the Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC in Mogi—Mirim, Sdo Paulo, Brazil. Adult plants
(older than 10 years) were cultivated without irrigation, and the Cleopatra mandarin was used

as rootstock. The collection was performed at random in the four quadrants of each plant 270
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days after flowering, always atan average height between 1 and 2 meters and on the external
portion of the plant canopy.

After harvesting, the fruits were sent for analysis, sanitized and the surface was
disinfected. When dried, the fruits were packed in Styrofoam trays wrapped with plastic bags
and transferred to cold chambers at temperatures of 4 °C and 8 °C and relative humidity of
70-80%. The fruits were stored for a period of 60 days, and analyses were performed with

fruit and juice at every twenty days of storage (day 0, 20, 40 and 60).

Laboratory analyses

The analyses were performed at the Laboratério de Pos-Colheita de Frutos e
Hortaligas of the Departmento de Ciéncia de Alimentos and at the Laboratério Centro de
Analise de Prospec¢ao em Quimica, Departmento de Quimica, both located at the Federal

University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

General Quality Parameters

The coloration of the orange peels and pulps was determined according to the methods
of the International Commission of L'Eclairage in a previously calibrated Konica Minolta
CM-5 spectrophotometer using the coordinates of luminosity (L*), a*, b*, angle Hue (h°) and
chroma (C*). After this evaluation, the juice from each sample was extracted in a manual
extractor, and a 15 mL aliquot of this solution was filtered and used to perform the other
analyses.

Soluble solids were determined in a digital refractometer, the results being expressed as
°Brix. The pH was measured with the aid of a TECNAL pH meter. The titratable acidity was
determined by titration with 0.01 M NaOH, using phenolphthalein as the indicator, and the
results were expressed as percent of citric acid [6]. For each sample, the juice ratio (SS/AT)
was calculated.

The soluble pectin was extracted [7] and determined colorimetrically [8]. The results
were expressed as mg of galacturonic acid. The total soluble sugar content was determined by

the Anthrone method, and the results were expressed in mg of glucose [9].

Bioactive analyses
To prepare the extracts for the antioxidant tests, 25 mL of juice was used and 40 mL of
50% methanol was added to the extracts. This solution was homogenized and allowed to

stand for 60 minutes at room temperature. Then, it was centrifuged at 25,406.55 g (15,000
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rpm) for 15 minutes and the supernatant was transferred to a 100 mL volumetric flask. The
from the residue of the first extraction, 40 mL of 70% acetone, homogenized and allowed to
stand for 60 minutes at room temperature. This solution was centrifuged to 25406.55 g
(15,000 rpm) for 15 minutes and the supernatant was transferred to the flask containing the
first supernatant. The volume was made up to 100 MI with distilled water [10]. These extracts
were used for the determination of antioxidant capacity using the methods for DPPH, (-

carotene/linoleic acid and total phenolic compounds.

DPPH

The antioxidant activity was determined through the capture of the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical, and the results were expressed as percentage of free
radical sequestration. An ethanolic solution of DPPH at the concentration of 40 ug mL-!. In
the test tubes 2.7 mL of the DPPH solution is added, followed by the addition of 0.3 mL of
each sample dilution in methanol. After 60 minutes, readings are performed at 517 nm. The
antioxidant activity (AA%) is calculated using the following equation: AA% = [(ACN -
AAmo) / ACN] * 100, (AAmo = DPPH Absorbance with sample; ACN = DPPH Absorbance
with Methanol) [11].

p-Carotene

B-Carotene/linoleic acid analysis was performed, and the results were expressed as
percent inhibition of oxidation. Initially a solution containing 0.06 mL of linoleic acid, 600
mg of Tween 20, 6 mg of B-carotene and 30 mL of chloroform was prepared. All chloroform
was removed using a rotary evaporator with a 50 °C bath (Biichi Rotavapor R 114).
Subsequently, 150 mL of distilled water saturated with oxygen were added to the mixture
under constant stirring. In test tubes, 2.7 mL of this solution was added in 0.3 mL of each
dilution of the samples. The absorbance (470 nm) was measured immediately and, after 60
minutes of incubation at 50 °C and under light. The antioxidant activity (AA%) is calculated
as a percentage of activity after 60 min of incubation, using the following equation: AA% =
[1 - (AAmO - AAmO - ACNO - ACN] * 100, (AAmO = Absorbance at the beginning of the
incubation with the sample, AAm = Absorbance after 1 hour of incubation with the sample,
ACNO = Absorbance at the beginning of incubation with ethanol, ACN = Absorbance after 1

hour incubation with ethanol) [10].
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Total phenolic compounds

Total phenolic compounds were determined by a Folin-Ciocalteu assay using gallic acid
as standard. The absorbance was measured using a UV-vis spectrophotometer (UV 160,
Shimadzu, Jap) at 765 nm against a reagent blank. The content of total phenolic compounds
was expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram (mg GAE/g) through the

calibration curve of gallic acid. [12].

Individual phenolic compounds by HPLC-DAD/UV-Vis

The extracts for identification of phenolic compounds by chromatographic method
were prepared following the methodology described by Ramaiya et al. [13]. For extraction,
2.5 g of sample, homogenized in 20 mL of 70% (v / v) HPLC grade methanol, were used for 1
hour in an ultrasonic bath at room temperature. The obtained extract was centrifuged at 1500
rpm (25.406,55g) for 15 minutes at 4 °C and filtered on filter paper with 14 um porosity. For
the injection of the samples, the extracts were again filtered using 0.45 um porous membrane
filters. The quantification and identification of the phenolic compounds were carried out in a
high efficiency liquid chromatograph (HPLC-DAD / UV-Vis) model Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) equipped with four high pressure pumps (model LC-20AT) with a
diode array detector (model SPD-M20A), degasser (model DGU-20A5), CBM-20A interface,
CTO-20AC oven and automatic sampler (model SIL-20A). Separations were performed using
a Shimadzu Shim-pack ODS GVP-C18 (4.6 x 250 mm, 5 mm) attached to a pre-column
(Shimadzu-pack ODS GVP-C18, 4.6 x 10 mm, 5 pum). The mobile phase consisted of 2%
(v/v) acetic acid in deionized water (Mobile Phase A) and 70: 28: 2 (v/v)
methanol/water/acetic acid (Mobile Phase B) at a rate of flow of 1.0 mL.min"! with a gradient
elution program and run time of 65 minutes. The injection volume was 20 pL. The analyzes
were performed at 15 °C. The phenolic compounds were detected at 280 nm. The standard
solutions were diluted in methanol and the calibration curves were obtained from injections of
ten different concentrations, in duplicate. Phenolic compounds were identified by comparison
of retention times with standards (gallic acid; catechin; chlorogenic acid; caffeic acid;
vanillin; p-coumaric acid; feruli acid; m-cumaric acid; trans-cinnamic; routine.). The results

were expressed as mg of the phenolic compound 100 g! of the sample.

Total anthocyanin
The determination of total anthocyanin was performed using the differential pH

method, and the results were calculated using the molecular weight of cyanidin (449.2 g/mol).
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The Absorbances were evaluated in UV/VIS, taking wavelength readings of 535 nm. The total

content of anthocyanins was expressed in mg of anthocyanins 100 g [14].

Vitamin C
The vitamin C content was determined by the colorimetric method using 2.4-
dinitrophenyl hydrazine, and the results were expressed as mg! of ascorbic acid. 1.0 mL of

the filtrate was added for the assay, adding 3 mL of 0.5% oxalic acid [15].

Statistical analysis

The statistical evaluation was conducted in a completely randomized block design
with three replicates using the 1 x 2 x 4 triple factorial scheme based on the variety of blood
orange, two cooling temperatures (4 °C and 8 °C) and four storage times (0, 20, 40 and 60
days). For each variable, the analysis of variance (Anova) and the Tukey test of means at the
5% probability level were applied. For the time variable, linear and quadratic regression
equations were adjusted for the scores that were based on the significance of the unfolding,
and the determination coefficients were calculated. The data were analyzed using the

statistical program Sisvar [16].

RESULTS AND DISCUSSION

General quality parameters
The means obtained for the general quality parameters for acidity (A), pH (B), ratio (C),
sugar (D), soluble solids (E) and pectin (F) of OM stored at different temperatures and times

are presented in Figure 1.
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Figure 1. Average values of the parameters of quality of the oranges Moro stored at different
temperatures and times. The medium followed by distinct letters between the temperatures of

4 °C and 8 °C differs each other by Tukey test (p<0.05).

The values of titratable acidity varied between 0.94% and 1.68% and are compatible
with the values found in work Habibi and Ramezanian [17] ranging from 0.9 to 1.6%. The pH
levels of the juices were influenced unequally during cold storage, and a common tendency
could not be observed. Significant differences (p>0.05) between the samples were observed
during the different periods of storage. So, the results on day zero were lower than those
found at day 20, but they were the same as those found on days 40 and 60, which were also
equal to the results found on day 20.

The total soluble sugar content found in the orange juice varied from 4.32 to 5.04 mg
100 g, and the results did not differ statistically (p<0.05) during storage at the two

temperatures. The same fact was observed in the analysis of soluble solids, where the results
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were in the range of 7.00% to 8.10%, indicating that the blood orange variety used in this
experiment was less sweet.

The pectin contents of the orange juices varied from 22.11 to 23.31 mg 100g"!, and the
results did not differ statistically (p<0.05) durng storage at the two refrigeration temperatures.
The duration of storage significantly influenced (p<0.05) the magnitude of the acidity, pH,
ratio and soluble solids parameters.

The means obtained in the color analyses for the luminosity (L*), a*, b* hue, angle
(h°) and chroma (C*) of the peels and pulps of OM stored at different temperatures and times
are discussed below. The different storage times promoted significant changes in the
luminosity parameters (L*) (p>0.05) of the oranges. Regarding the color of the peels and
pulps, the highest levels observed were on days zero and 20, showing a greater tendency to
white. The lowest values were found at time 60, with a black tendency because this parameter
determines values between zero (0) and one hundred (100); these values are denominated
black and white, respectively.

All the samples presented positive a*, indicating that the greater red color saturation
was observed on days 40 and 60, and this fact shows that both the peels and the pulps became
redder at the end of the storage. That is, the anthocyanin, which are responsible for the change
in coloration, reached the highest levels on these days. The values referring to the parameter
b* were also positive, indicating that the greater saturation of the yellow color was observed
on days zero and 20. Thus, a stronger yellowish color was observed for the pulps and the
peels during the first days of storage.

The hue angle (h°) shows the location of the color in a diagram, where the 0° angle
represents red; 60°, yellow; 110°, green and 240°, blue. The hue angle for the pulps during the
first 20 days of storage ranged from 66.75° to 80.54°, being close to 60°. During the rest of
the storage, the angle varied from 55.50° to 48.33°, indicating a more reddish tint. The
tonality of the pulps at 60 days and 4 °C was nearly yellow. This variation was considered
normal because the coloration is not always uniform. If the peels were treated, a similar
situation was observed, so that the results ranged from 54.08° to 80.28° on days zero and 20
and from 42.68° to 50.45° on the other days.

With regard to chromaticity (C*), the application of low temperatures resulted in fruits
with more intensely colored peels (30.78 to 50.72) throughout the storage period. However,
when the pulps were treated, the results were lower, ranging from 16.66 to 25.34 and
indicating the presence of less intense staining. The duration of storage had a significant

influence on the magnitude of all the color parameters analyzed.
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Bioactive analyses

The mean values obtained in the analyzses of vitamin C (A), total anthocyanin (B), total
phenolic compounds (C), DPPH (D) and B-carotene/linoleic acid (E) are shown in Figure 2.
There was no significant difference (p<0.05) in the vitamin C contents of the OM juices
during the 60 days of storage. The results observed at the two refrigeration temperatures were
similar (4 °C, 29.56 to 34.34 mg 100 g'! and 8 °C, 29.89 to 34.27 mg 100 g!), and they are in
agreement with the results found by Kafkas et al. [18] (32 to 42 mg 100 g!). This stability in
the results can be explained by the fact that juices were processed on the day of analysis and

not stored. Storage is the main cause of vitamin C degradation [19].
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Figure 2. Average values of bioactive analyses of oranges Moro stored at different
temperatures and times. The medium followed by distinct letters between the temperatures of

4 °C and 8 °C differ each other by Tukey test (p<0.05).

It was found that, shortly after harvest, the fruits did not contain anthocyanin, and this

observation can be explained by the existence of higher average daily temperatures at the
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place of cultivation, which may have resulted in a low natural anthocyanin production in the
fruits. Anthocyanin was detected in MO juices after 40 days of storage (4 °C, 55.26 mg L-!
and 8 °C, 89.25 mg L"), and the highest content was 135.87 mg L -!, recorded at 60 days of
storage at 8 ° C. According to literature, anthocyanin content in orange juice may vary from
122.2 to 146.6 mg L-! [20].

The occurrence of anthocyanin in fruits is related to climatic conditions, genetic
factors and activation of the enzymes involved in the phenylpropanoid metabolism, such as
phenylalanine ammonia liase, dihydroflavonol-4-reductase and UDP-glucose flavonoid
glucosyl transferase induced by the low temperatures applied during post-harvest handling.
Under these conditions, fruits subjected to thermal stress produce these pigments to protect
themselves from unfavorable environmental conditions [21].

Some studies demonstrate the anthocyanin content in orange juice. Habibi and
Ramezanian [17] showed that exposure of Moro oranges to cold induced an 11 fold increase
in total anthocyanin levels. Latado et al., [22] also found that storage for 60 days at 10 °C
leads to significant accumulation of anthocyanin in the Pallazelli (153.5 mg L) OM juice.

Crifo et al. [23] performed a genetic analysis with the aim of emphasizing the general
induction in gene expression after exposure of oranges [(Citrus sinensis) L. Osbeck Tarocco
Sciara] toa low temperatures. As a result, it was found that citrate lyase was selectively
inducedin the cytosol by cold temperatures, suggesting that the citrate could be catabolized
into acetyl CoA and oxaloacetate. The latter is converted to phosphoenol pyruvate, which can
be channeled into plastids and consumed there via the phenylalanine biosynthesis pathway.
On the other hand, acetyl CoA, in the form of malonyl CoA, becomes part of the flavonoid
skeleton through the reaction catalyzed by the enzyme chalcone synthase.

Thus, it has been suggested that cold stress induces genetic modifications by
increasing the biosynthesis of flavonoids in blood oranges, mainly by increasing the
anthocyanin biosynthesis pathway during cold storage. Likewise, the anthocyanin levels of
fruits exposed to cold reach values eight times higher than those observed in the zero-time
sample [23]. Thus, cold storage improves the nutritional properties of fruits and may be useful
in the prevention of degenerative diseases [24].

During the storage of OM, there was a significant increase (p>0.05) in the content of
total phenolic compounds present in the juices (Figure 2), and the lowest concentrations were
observed on day zero (4 °C, 602.43 mg EAG 100 g'! and 8 °C, 615.17 mg EAG 100 g'"). The
highest concentrations were observed on day 60 (4 °C, 735.22 mg EAG 100 g'!' and 8 °C,
753,56 mg EAG 100 g!). In the present study, Vasco et al. [25] evaluated the total phenolic
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content in different fruits and classified them into three categories: low (<100 mg EAG 100 g
1, medium (100-500 mg EAG 100 g'") and high concentration (>500 mg EAG 100 g'!), and
according to this information, the juices studied were classified as belonging to the high
concentration category.

Hamedani et al. [26] obtained similar results, and according to these authors, phenolic
compounds are connected to flavor, color, shelf life and the action of the product as a
functional food, being strongly correlated with antioxidant capacity and levels of anthocyanin,
mainly because of the ability of these substances to sequester free radicals, which have a
negative effect on human health.

A total of five individual phenolic compounds were detected in the orange juice via
high performance liquid chromatography, including catechin, gallic acid, p-coumaric acid,
ferulic acid and chlorogenic acid. Among the phenolic compounds identified, catechin, which
has an important antioxidant capacity, was the pincipal substance present in the juice. During
the storage of OM, there was also an increase in the concentration of this substance. The
lowest levels were observed on day zero (4 °C, 5.89 mg of catechin in 100 g'' and 8 °C, 5.05
mg of catechin in 100 g!), and the highest at 60 days (4 °C, 22.13 mg of catechin in 100 g!
and 8 °C, 27.14 mg of catechin in 100 g'!) (Figure 3).
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Figure 3. (A) Standards: 1 — gallic acid; 2 — catechin; 3 — chlorogenic acid; 4 — caffeic acid; 5
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routine. (B) Orange juice phenolic compounds Moro stored at 60 days at 8 °C using HPLC-
DAD/UV-Vis.

It is emphasized that the high concentration of these substances in foods is desirable
because they have health benefits. Catechin is effective in reducing disease, and research
indicates that these substances are capable of inducing type 1 diabetes mellitus, heart disease,
viral infections, inflammation in degenerative diseases or even cancer and aging.

Apparently, sequestering of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical (DPPH)
occurred because the absorbances after the reaction of DPPH with the different concentrations
of the samples were significantly lower than that observed for the blank (DPPH + ethanol)
[11; 27]. Thus, the extracts exhibited antioxidant activity

The mean DPPH content of the OM juice stored at 4 °C varied from 42.27% to
66.03%, and the variation was from 44.10% to 68.98% at the temperature of 8§ °C. The
maximum levels were also observed during the last storage period. This information is in
agreement with what was discussed above because anthocyanin levels, phenolic compounds
and antioxidant activity are related.

According to the classification established by Melo et al. [28], the sequestering
capacity of the DPPH radical is considered to be strong when it reaches percentages above
70%. It is considered to be moderate when it reaches percentages between 70 and 50%, and
weak when it reaches values below 50%. The juices exhibited a moderate ability to sequester
free radicals on days 40 and 60, thus contributing to the reduction of factors that trigger non-
degenerative diseases.

The results of the B-carotene analysis for the OM juice stored at 4 °C ranged from
22.34% to 59.53%, and at 8 °C, the variation was from 24.49% to 57.90%. The highest levels
were observe on the last two days, and they did not differ statistically (p<0.05). This fact can
be explained by the development of the reddish coloration in the pulps during. The storage
time had a significant influence on the magnitude of the total anthocyanin, total phenolic,
DPPH and B-carotene parameters (p<0.05).

The principal components analysis showed that it was possible to describe 97.81% of
the data; 86.21% of the total variance was described by the first principal component and
11.60% by the second. All the samples could be grouped to express their similarities and
differences in relation to the bioactive analyses of OM. By means of the principal componente

analysis, it was verified that the cold storage influenced all the bioactive compounds present
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in the OM juices, and the highest contents were observed during the last storage period

(Figure 4).

0.5+ ™

o280

va
.

0

05
PC2 (11.60%)

PCA (86.21%)

Figure 4. PC1 PC2 biplot graphic x of loadings and scores obtained in the analysis of

bioactive oranges Moro stored at different temperatures and times.

CONCLUSIONS

The obtained results allowed to conclude that there wasn’t anthocyanin in the Moro
blood orange fruits and juice shortly after post-harvest, but these pigments were developed
with post-harvest manegement, by storage at low temperatures, and the storage at 8§ °C
showed the greatest efficience and the highest contents were observe at 60 days. The analyses
showed that cold storage also increased other bioactive compounds, such as the total phenolic
compounds, DPPH and B-carotene. In addition, it was found that cold treatment of the fruits
during 60 days significantly altered some quality parameters of the juices, but it did not
prevent their commercial use. These oranges because they are nutritionally enriched, are a
good source of raw material for industrial processes and thanks to post-harvest storage can be
grown and marketed in countries where the weather is cold, ensuring the integrity of the

bioactive compounds present in your composition.
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RESUMO

A intervencao nutricional com a utilizacdo de fitoquimicos ¢ um método importante para o
tratamento e prevencao da sindrome metabolica. No presente estudo, teve-se como objetivo
avaliar a influéncia do suco da laranja Moro sobre os pardmetros metabdlicos de ratos obesos,
diabéticos ou ambos, mediante gerenciamento da massa corporal, ap6s a ativagdo das
antocianinas em armazenamento refrigerado. A obesidade foi induzida durante quarenta e
dois dias, por meio de alimentagdo com ra¢do hiperlipidica e o Diabetes Mellitus foi induzido
com a utilizacdo de inje¢do de estreptozotocina. Apds a indugdo das doengas, o suco com 0s
maiores teores de antocianinas foi fornecido ad /ibitum durante vinte e oito dias para metade
dos animais e a outra metade bebeu somente dgua. Os ratos-controle receberam agua e ragao
comercial. Foram mensurados durante todo o experimento (setenta dias) a massa corporal, o
consumo de 4gua, suco e ra¢io e no inicio e final do fornecimento do suco o indice de Lee e a
glicemia. Apo6s a eutanasia dos animais, foram realizadas analises histopatoldgicas no rim,
figado, pancreas, baco e intestino delgado; analises histoldgicas nos tecidos adiposos perirenal
e retroperitoneal; analises bioquimicas de colesterol total, lipoproteina de alta e baixa
densidade e triglicerideos; e andlise enzimatica de biomarcadores de lesdo isquémica hepatica.
A ingestdo do suco reverteu a maioria das anormalidades metabolicas exibidas pelos ratos
obesos, incluindo a reducdo da massa corporal e melhora no perfil bioquimico. A perda de
massa corporal por parte dos animais diabéticos e dos animais obesos e diabéticos nao foi
atribuida a ingestdo do suco e, sim, ao Diabetes Mellitus tipo 1. Nesses animais, ndo foram
observadas melhoras no perfil bioquimico, nas enzimas hepaticas e na glicemia, tornando,
dessa forma, invidvel esse modelo de tratamento. Os efeitos benéficos ndo podem ser
explicados apenas pela antocianina C3G presente no suco, mas, sim, pelo sinergismo existente
entre todos os componentes. Estudos em humanos sdo necessarios para determinar se essa
laranja pode ser recomendada como uma estratégia eficaz para prevenir e/ou amenizar

complicacdes da obesidade.

Palavras-chave: cianidina-3-glicosideo; sindrome metabdlica; produtos naturais.
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INTRODUCAO

O termo sindrome metabdlica descreve um conjunto de fatores de risco que se
manifesta em um individuo ¢ aumenta as chances de desenvolver doengas cardiacas, derrames
e diabetes. Tem como base a resisténcia a a¢do da insulina, obrigando o pancreas a aumentar
sua producdo, elevando seu nivel no sangue. Alguns fatores como a genética, obesidade e o
sedentarismo contribuem para o seu desenvolvimento (Varella, 2018).

Dentre esses fatores, a obesidade, caracterizada como uma condigdo resultante do
acumulo excessivo de gordura corporal vem ganhando destaque, pois além das complicagdes
fisicas e sociais que apresenta, a alta prevaléncia da doenga tornou-se um problema de saude
publica. Segundo a Organizagdo Mundial da Satude, 26% da populagao mundial é considerada
obesa e 78% estd com sobrepeso. Assim, estratégias dietéticas naturais para aliviar as
complica¢des metabodlicas provenientes da obesidade estdo sendo propostas como alternativas
as intervengdes farmacéuticas (WHO, 2016).

Enquadram-se, neste contexto, as laranjas sanguineas da variedade Moro (Citrus
sinensis (L.) Osbeck), pois quando cultivadas em baixas temperaturas, apresentam elevados
teores de antocianinas, acido ascorbico e acidos hidroxicinamicos, e esses compostos, quando
em sinergismo, podem atuar no controle de varias doencas, incluindo o gerenciamento da
massa corporal (Grosso et al., 2013; Fabroni et al., 2016).

E pela modulagdo dos genes envolvidos no metabolismo dos lipideos e a expressio da
proteina transportadora de acidos graxos (PPARy) que o suco da laranja Moro diminui a
capitacao dos lipideos e normaliza a hipertrofia dos adipdcitos, ocasionando o emagrecimento
corporal (Cardile; Graziano; Venditti, 2015; Lee et al., 2017).

Essa laranja, que € origindria da Italia, ¢ caracterizada pela colora¢do vermelho intenso

da polpa e se diferencia das demais sanguineas devido aos elevados teores de antocianinas
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que possui, sendo essa uma importante forma de enriquecimento do fruto. A sintese € o
acimulo desses pigmentos tém controle genético, mas podem sofrer grande influéncia
ambiental, sendo o cultivo em paises de clima frio o mais adequado. Em contrapartida, ja foi
demonstrada a possibilidade de incrementacdo das antocianinas nos frutos e nos sucos por
meio do manejo pos-colheita, mediante 0 armazenamento em camara fria, facilitando, assim,
a comercializagdo em paises de clima tropical (Magalhaes et al., 2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, apds a ativacdo das antocianinas em
armazenamento refrigerado, a influéncia do suco da laranja Moro sobre os parametros
metabolicos de ratos obesos, diabéticos ou ambos, por meio do gerenciamento da massa

corporal.

MATERIAL E METODOS

Animais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), com o protocolo 038/17. Todos os procedimentos
cumpriram as orientagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal.

Um total de quarenta e dois ratos jovens (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, em estado higido, com massa corporal de aproximadamente 200 g, foram fornecidos
pelo Biotério da UFLA. Posteriormente, os animais foram submetidos a aclimatagdo com o
ambiente e equipe de execucdo do experimento por um periodo de sete dias, sendo fornecido
dgua e racdo comercial Nuvilab CR-1 (100110067) da marca Quimtia ad libitum. Foram
mantidas as condi¢des ideais preconizadas para a espécie (temperatura de 22 + 2 °C, umidade

45 + 15% e com ciclos claro/escuro de 12/12 horas).
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Ap6s a aclimatacdo, os animais foram divididos de forma aleatoria de acordo com os
grupos experimentais, com seis repeticdes de um animal e acomodados individualmente em
gaiolas metabolicas. A cada dois dias, foi aferida a massa corporal e, diariamente, o consumo
de ragdo, dgua e suco, sendo essas medidas obtidas de forma direta por pesagem e medicao de

volume.

Periodo Experimental

O experimento teve duracdo de setenta dias, sendo dividido em dois periodos: inducao
e tratamento. Os animais dos grupos A e¢ B foram induzidos a obesidade; os animais dos
grupos C e D foram induzidos ao Diabetes Mellitus tipo I; os animais dos grupos E e F foram
induzidos a obesidade e ao Diabetes Mellitus tipo 1, sendo caracterizados com sindrome

metabolica; e os animais do grupo G foram os controle (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢dao dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Descricao dos tratamentos

Grupo A (n=6) Animais obesos recebendo dgua

Grupo B (n=6) Animais obesos recebendo suco

Grupo C (n=6) Animais diabéticos recebendo agua

Grupo D (n=6) Animais diabéticos recebendo suco

Grupo E (n=6) Animais obesos e diabéticos recebendo agua
Grupo F (n=6) Animais obesos e diabéticos recebendo suco
Grupo G (n=6) Animais controle

Durante a indugdo da obesidade, foi fornecida aos animais por quarenta e dois dias
uma dieta hiperlipidica contendo 20% de gordura suina, em que a massa resultante foi servida
em pasta. Para confirmagdo, foram mensurados tanto no final da indu¢do como no dia da
eutanasia a massa corporal ¢ o Indice de Lee, que é a raiz clbica da massa corporal em

gramas dividida pelo comprimento cranio caudal em centimetros, em que valores iguais ou



88

superiores a 0,3 caracterizam animais obesos (Nascimento et al., 2013; De Aratijo et al.,
2016).

Ao término da indugdo da obesidade, procedeu-se a indugdo do Diabetes Mellitus tipo
I nos animais dos grupos C, D, E e F, que foram submetidos a jejum de 4 horas e receberam
inje¢do intraperitoneal de 80 mg/Kg de estreptozotocina (Sigma - Aldrich) diluida em tampao
citrato. Apos 48 horas, os animais foram submetidos a jejum de 8 horas para mensurag¢ao da
glicemia, sendo coletadas amostras sanguineas por meio da amputagdo da ponta da cauda
utilizando um glicosimetro Accu-Check® (Roche Brasil). Foram considerados diabéticos os
animais com nivel sérico de glicose de jejum acima de 250 mg/dL. A glicose foi novamente
mensurada no dia da eutanasia (Lobato et al., 2015).

Durante todo o experimento, os animais dos grupos C, D e G receberam racdo
comercial Nuvilab CR-1 (100110067) da marca Quimtia ad libitum e os animais dos grupos
A, B, E e F receberam dieta hiperlipidica (De Araujo et al., 2016), em que a massa resultante
também foi servida na forma de pasta.

Apos as indugdes das doengas, foi administrado diariamente ad libitum aos grupos B,
D e F, por um periodo de vinte e oito dias, o suco da laranja Moro cultivada no Brasil apds
armazenamento refrigerado a 8 °C por sessenta dias, de acordo com metodologia

desenvolvida por Magalhaes et al. (2019).

Eutanasia

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a jejum de 8 horas e
eutanasiados por puncdo cardiaca. Para esse procedimento, os animais foram anestesiados
com 50 mg/Kg de tiopental sodico via intraperitoneal. O sangue foi coletado com auxilio de
uma seringa e centrifugado para obten¢do do soro (armazenado a -22 °C), que foi utilizado

nas analises bioquimicas e enzimaticas. Apds pun¢do cardiaca, os animais foram submetidos a
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abertura ampla da cavidade abdominal até a exposi¢ao dos orgdos internos, coletados para as

analises posteriores.

Analise histopatologica

As analises histopatologicas do rim, figado, pancreas, baco e intestino delgado foram
realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do Departamento de Veterinaria da UFLA.
Esses Orgdos foram conservados em solucdo de formaldeido a 4% e processados
rotineiramente para a confec¢do de cortes histolégicos. As amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de dlcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de
parafina. Para confeccdo das laminas histoldgicas, os blocos parafinados foram seccionados
em micrétomo manual na espessura de 3 pm, desparafinadas em estufa a 65 °C e,
posteriormente, coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (Godim et al., 2018).

As imagens digitais foram obtidas por meio de sistema de captura e analise de
imagem, constituido por microscopio Olympus BX41 (Olympus Optical do Brasil Ltda, Sao
Paulo, SP, Brasil) com uma camera acoplada (Camera SC30 CMOS de cor para Microscopia
de Luz Olympus Optical do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil). As medi¢des foram realizadas
usando o Image-Pro® software Express (Targetware Informatica Ltda do Brasil, Agua Branca,

SP, Brasil) (Godim et al., 2018).

Analise histologica

As analises histologicas dos tecidos adiposos perirenal e retroperitoneal foram
realizadas no Laboratorio de Citologia e Histologia do Departamento de Veterindria da
UFLA. Fragdes desses tecidos foram fixadas em solucdo de formaldeido a 4%, por 72 horas e,
posteriormente, conservadas em etanol a 70% até a confec¢do de cortes histologicos. As

amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizadas em
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xilol e incluidas em blocos de parafina. Para confeccdo das laminas histoldgicas, os blocos
parafinados foram seccionados em microtomo manual na espessura de 4 pm, desparafinadas
em estufa a 65 °C e, posteriormente, coradas pela técnica de hematoxilina e eosina.

As imagens digitais foram obtidas por meio de sistema de captura e analise de
imagem, constituido por microscopio trinocular CX31 (Olympus Optical do Brasil Ltda, Sao
Paulo, SP) e camera (SC30 Color CMOS Camera para Microscopia de Luz, Olympus Optical
Ltda. Brasil, Sao Paulo, SP). Cerca de 120 adipdcitos por regido avaliada, para cada animal,
foram analisados aleatoriamente no software ImagelJ. Os seguintes parametros foram
avaliados: (1) didmetro, medindo a partir da maior distidncia entre as duas extremidades da
célula, (2) area, a partir de sua delimitacdo, e (3) densidade, utilizando um quadrado de area
conhecida sobreposto em determinados campos das imagens capturadas (Gomes et al., 2013).

Na analise da densidade de adipdcitos (numero de adipécitos por unidade de area de
tecido) (NA), duas bordas do quadrado foram desconsideradas. Assim, os adip6citos foram
contados inteiramente dentro do quadrado, ou sobrepostos por pelo menos uma de suas duas
bordas restantes. Aproximadamente 15 areas foram avaliadas por regido, para cada animal,
tendo o célculo de NA seguido a formula descrita por Howard e Reed (1998): NA =X N
(adipécitos): [o.Z P (tecido)], em que X N (adipdcitos) € o numero total de adipdcitos
contados em todos os campos examinados, a ¢ a area do quadrado usado e X P (tecido) € o

nimero de campos analisados.

Analise bioquimica

As andlises bioquimicas de colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-
c) e triglicerideos (TGs) foram avaliadas no plasma sanguineo dos animais no Laboratorio de
Fisiologia e Farmacologia do Departamento de Medicina Veterindria da UFLA, utilizando

kits comerciais colorimétricos (Labtest Diagnostica S/A®, Lagoa Santa, MG, Brasil). A
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lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada utilizando a féormula de Friedewald:

LDL-c = ((triglicerideos/5) + HDL-c) - colesterol total (Sposito et al., 1997).

Analise enzimatica

Biomarcadores de lesdo isquémica hepatica, alanina aminotrasferase (ALT), aspartato
aminotrasferase (AST) e gama-glutamiltransferase (GGT) foram avaliados no plasma
sanguineo dos animais no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia do Departamento de
Medicina Veterinaria da UFLA, por meio de ensaio enzimadtico e colorimétrico fornecido pela

Labtest Diagnostica S/A® (Lagoa Santa, MG, Brasil) (Soldin; Brugnara; Wong, 2005).

Analise estatistica

A andlise de variancia das analises bioquimicas (CT, HDL-c, LDL-c ¢ TGs) dos
biomarcadores de lesdo isquémica hepatica (ALT, AST e GGT) e analises histoldgicas de
area, densidade e didmetro dos tecidos adiposos foi realizada de acordo com o delineamento
inteiramente ao acaso (DIC) com trés grupos com seis repeti¢des cada um, utilizando a funcao
dic do pacote Expdes.pt do programa estatistico R. Utilizou-se o teste de médias de Tukey a
5% de significancia para comparar os grupos (R Core Team, 2018).

A andlise de variancia do consumo de 4gua, rag@o e suco foi realizada de acordo com
o DIC com trés grupos com seis repeticdes cada um, sendo seis semanas de avaliagdo para o
consumo de agua, dez semanas para o consumo de ragao e quatro semanas para o consumo de
suco, analisados em esquema de parcela subdividida no tempo. Para essa andlise, foi utilizada
a funcdo psub2.dic do pacote Expdes.pt do programa estatistico R. Utilizou-se o teste de
médias de Tukey a 5% de significancia, para comparar os grupos e analise de regressdo ao

longo das semanas (R Core Team, 2018).
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Em relagio as analises de glicemia e Indice de Lee, a analise de variancia foi realizada
de acordo com o DIC com trés grupos com seis repetigdes cada um e dois periodos de
avaliagdo em esquema fatorial (3x2). Para essa andlise, foi utilizada a funcdo fat2.dic do
pacote Expdes.pt do programa estatistico R. Utilizou-se o teste de médias de Tukey a 5% de

significancia para comparar os grupos e os periodos de avaliagdo (R Core Team, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ganho de massa corporal

Ap6s o periodo de quarenta e dois dias de indugdo da obesidade, os animais tratados
com dieta hiperlipidica (grupos A, B, E e F) apresentaram-se metabolicamente mais pesados
(indice de Lee > 0,300), quando comparados com os animais alimentados com dieta
convencional (grupos C, D e G).

Ao final do periodo de tratamento, constatou-se que os animais obesos que beberam
suco (grupo B) ganharam menos massa corporal do que os que beberam agua (grupo A), ao
passo que a massa corporal dos animais diabéticos e diabéticos e obesos que beberam suco
(grupos D e F) ndo se diferenciou dos animais que beberam agua (grupos C e E) (p>0,05)

(Tabela 2). Na Figura 1, pode-se observar o ganho de massa corporal semanalmente.
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Tabela 2. Efeito do suco da laranja Moro sobre a massa corporal de ratos obesos, diabéticos

ou ambos).

Ganho de peso corporal (g)

Animais obesos

Group A 15,332
Group B 8,48
Group G 12,332
Animais diabéticos
Group C 6,94°
Group D 5,93b
Group G 12,332
Animais obesos e diabéticos
Group E 6,94
Group F 6,66
Group G 12,332

(1) Médias seguidas de letras distintas entre os grupos (grupo A — animais obesos recebendo agua; grupo B —
animais obesos recebendo suco; grupo C — animais diabéticos recebendo agua; grupo D — animais diabéticos
recebendo suco; grupo E — animais obesos ¢ diabéticos recebendo agua; grupo F — animais obesos e diabéticos
recebendo suco; grupo G — animais controle) diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 1. Efeito do suco da laranja Moro sobre a massa corporal de ratos obesos, diabéticos

ou ambos ao longo de dez semanas (V. * diferenca significativa (p<0,05).
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O ganho de massa corporal dos animais obesos que beberam agua e suco (grupos A e
B) foi afetado pelo tratamento (p<0,01) e pelo tempo (p<0,001), mas nao foi afetado pela
interacdo 'tratamento x tempo' (p<0,1). Pode-se constatar que os animais do grupo B que
beberam suco tiveram uma redu¢ao de 44,7% na massa corporal final, quando comparados
com 0s animais que beberam agua (grupo A). Esse fato pode ser atribuido ao suco da laranja
Moro, que devido ao sinergismo entre a antocianina C3G, flavonoides, acido ascorbico e
acidos hidroxicinamicos pode atuar no gerenciamento da massa corporal pela regulacdo das
disfungdes das células adipocitarias que armazenam energia e acumulam triacilglicerol
durante o excesso nutricional (Fabroni et al., 2016).

Estudos realizados por Titta et al. (2010), Cardile, Graziano e Venditti (2015) e Lee et
al. (2017) com ratos obesos que ingeriram antocianinas evidenciaram que a regulacdo das
disfung¢des dos adipocitos ocorre por meio de alteragdes na expressdo génica. As antocianinas,
quando ingeridas em quantidades adequadas, possuem a capacidade de aumentar a secre¢do
de adipocitocinas e a expressdo de genes proliferadores de peroxissoma (PPARYy),
normalizando a hipertrofia dos adipécitos isolados do tecido adiposo. As adipocitocinas mais
conhecidas sdo a leptina, com a capacidade de aumentar o gasto energético, e a adiponectina,
responsdvel por modular processos metabolicos, como a regulacio da glicemia e o
catabolismo de acidos graxos (Wu et al., 2018).

Foi confirmado que o ganho de massa corporal dos animais diabéticos que beberam
agua e suco (grupos C e D) e dos animais diabéticos e obesos que beberam 4gua e suco
(grupos E e F) foi afetado pelo tratamento (p<0,001), pelo tempo (p<0,001) e pela interagao
'tratamento x tempo' (p<0,001). Pode-se constatar que os animais do grupo C e D tiveram
uma reducdo na massa corporal de 43,7% e 51,9% e os animais do grupo E e F 46,9% e
45,8%, respectivamente, quando comparados com o0s animais-controle (grupo G). Mas,

como os animais que beberam 4gua também perderam massa corporal, esse fato ndo pode


https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S000629520600030X?via=ihub#!
https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S000629520600030X?via=ihub#!
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ser atribuido ao tratamento com o suco e, sim, ao Diabetes Mellitus tipo I, que também pode
propiciar a reducao da massa corporal, conforme descrito por Silva et al. (2016).

Na sexta semana de experimento, foi observada uma reducdo significativa na massa
corporal dos animais dos grupos C e D e dos animais dos grupos E e F e esse fato ocorreu,
pois, nesse periodo, os animais foram submetidos a jejum e, posteriormente, induzidos ao

Diabetes Mellitus, ocasionando a perda da massa corporal.

Consumo de racio, agua e suco

Com relagdo ao consumo semanal de ragdo, foi observado que, nas semanas trés,
quatro, oito e nove, os animais-controle (grupo G) tiveram um maior consumo, quando
comparados com os animais obesos que beberam agua e suco (grupos A e B) (p<0,001)
(Figura 2).

Entre os animais diabéticos que beberam agua e suco (grupos C e D) e os animais-
controle (grupo G), constatou-se diferenga no consumo de racdo nas semanas sete, nove e dez
(p<0,001), tendo os animais controle consumido menos ra¢ao que os demais. Esse fato pode
ser atribuido a inducdo do Diabetes Mellitus tipo 1, visto que essa doenca pode provocar
aumento no apetite dos animais, aumentando o consumo de racao (Figura 2).

J& entre os animais diabéticos e obesos que beberam 4gua e suco (grupos E e F) e os
animais-controle (grupo G), constatou-se diferenca no consumo de ragdo apenas na semana
sete (p<0,01), tendo os animais-controle consumido menos ra¢do que os demais. Esse fato
também pode ser atribuido a indu¢@o do Diabetes Mellitus tipo I (Figura 2).

Foi observada em todos os grupos uma queda no consumo de racao na décima semana
de experimento e esse fato ocorreu, pois, nesse periodo, os animais foram submetidos a jejum

para serem submetidos, posteriormente, a eutanasia.
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Figura 2. Parametros relativos ao consumo de ragao de ratos obesos, diabéticos ou ambos que

consumiram agua ou suco da laranja Moro ao longo de dez semanas.* diferenga significativa.

Quando avaliada a ingestdo de agua, foi observado em todos os tratamentos que os
animais-controle (grupo G) tiveram um maior consumo que os demais grupos na primeira
semana (p<0,001). Ja na sexta semana, os animais diabéticos (grupo C) e diabéticos e obesos
(grupo E) aumentaram o consumo de dgua devido a indugdo do Diabetes Mellitus tipo 1 e se
tornaram estatisticamente iguais ao grupo controle (p<0,001). Os animais diabéticos (grupo
D) e os animais diabéticos e obesos (grupo F) ndo tiveram aumento no consumo de dgua na
sexta semana devido ao consumo do suco da laranja Moro (Figura 3).

Segundo Guerra (2018), o Diabetes Mellitus fora de controle pode aumentar a sede,
consequéncia do esfor¢o do organismo para eliminar o excesso de agucar presente no
organismo. Como falta insulina, a glicose ndo ¢ absorvida pela célula e sua quantidade

aumenta no sangue. Dessa forma, o corpo tenta eliminar o agtcar por meio do rim, fazendo
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com que o individuo aumente o volume urinario, desidrate, aumentando a sede

consequentemente.
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Figura 3. Parametros relativos ao consumo de agua de ratos obesos, diabéticos ou ambos que

consumiram agua ou suco da laranja Moro ao longo de seis semanas.* diferenca significativa.

Foi observado ao longo das quatro semanas de tratamento com suco da Laranja Moro
que os animais diabéticos (grupo D) foram os que tiveram o maior consumo de suco (p<0,05)
(Figura 4) e este fato pode ser explicado pois estes foram os animais que tiveram o maior
indice glicémico no final do experimento (Figura 5), o que fez com que eles tivessem mais

sede, bebendo mais suco.
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Figura 4. Parametros relativos ao consumo de suco da laranja Moro de ratos obesos,

diabéticos ou ambos ao longo de quatro semanas. * diferenga significativa.

Glicemia

Foi observado por meio da medi¢do da glicemia final e inicial que a administra¢do do
suco da laranja Moro ndo promoveu reducdo na glicemia dos animais diabéticos (grupo D) e
dos animais diabéticos e obesos (grupo F) que beberam o suco (Figura 5). Esse fato pode ser
atribuido ao tempo curto de tratamento com o suco, bem como ao tipo de Diabetes Mellitus
que foi induzido nos animais, visto que o suco pode ser eficaz em diabetes menos severas,
como a tipo II, devido a diminui¢ao da resisténcia a insulina. E como no presente trabalho foi
aplicada uma dose de estreptozotocina elevada (80 mg/Kg), os animais foram induzidos ao

Diabetes Mellitus tipo I, sendo necessario futuros estudos com a aplica¢ao de doses baixas.
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Figura 5. Parametros relativos a glicemia de ratos diabéticos e diabéticos e obesos. Notas: grupo

C — animais diabéticos recebendo agua; grupo D — animais diabéticos recebendo suco; grupo E — animais obesos e diabéticos

recebendo agua; grupo F — animais obesos e diabéticos recebendo suco.

Tais resultados ndo corroboram com os encontrados por Guo et al. (2012), que
estudaram camundongos obesos alimentados com dieta hiperlipidica por doze semanas
e camundongos geneticamente diabéticos com seis semanas que receberam suplementacao
dietética com C3G (0,2%) por cinco semanas. Foi constatado que a C3G reduziu os niveis de
glicose em jejum e melhorou significativamente a sensibilidade a insulina tanto nos
camundongos diabéticos como nos obesos, em comparagdo aos controles ndo suplementados.

Nishimura, Manabe e Nagai (2009) sugeriram que a C3G presente no suco da laranja
Moro pode reduzir os niveis de glicose em individuos com Diabetes Mellitus tipo 11, através
dos componentes inflamatorios relacionados a obesidade que desempenham papéis cruciais
no desenvolvimento da resisténcia a insulina. O tecido adiposo de individuos obesos secreta
um grande numero de adipocitocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-

a), a interleucina-6 (IL-6) e a proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1), que bloqueiam
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a sinalizacdo da insulina em varios tecidos. Posteriormente, relatos de Li et al. (2015) ¢
Valenza et al. (2018) mostraram que a C3G tém uma potente atividade anti-inflamatoria, e a
sub-regulacdo de TNF-o, MCP-1 e IL-6 pode contribuir para a melhoria da resisténcia a
insulina.

Outro efeito benéfico da C3G diante da resisténcia a insulina induzida pela obesidade
¢ demonstrado pela inibi¢do na via FoxOl, que representa um regulador central do
metabolismo em tecidos periféricos. A regulagdo da fosforilagdo e localizagdo intracelular da
FoxO1 ¢ fundamental para a sua atividade transcricional. No estado de jejum, em que a
FoxO1 estd localizada no nucleo, ela impulsiona a expressdo de enzimas gliconeogénicas,
como G6Pase (glucose-6-fosfatase) e PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase). No estado
alimentado, a insulina aumenta acentuadamente a fosforilagdo da FoxOl, mediada pela
proteina quinase B (Akt) e suprime a gliconeogénese para proteger o organismo contra a
hiperglicemia (Gross, Wan, Birnbaum, 2009; Calabuig-Navarro et al., 2015).

Guo et al. (2012) mostraram que a fosforilagdo mediada por Akt de FoxOl por
realimentagdo estava prejudicada nos camundongos obesos e diabéticos, evidenciados pela
fosforilagdo constitutiva e acimulo nuclear de FoxO1 ao longo de cada estado nutricional. Em
contraste, a C3G da dieta aumentou a fosforilagdo de Akt ¢ FoxO1 e diminuiu os niveis de
FoxO1l na propor¢do do nucleo para citoplasma no figado e tecido adiposo apos
realimentacdo. Essas alteragdes levam a uma regulacdo negativa do G6Pase e do PEPCK,

envolvendo uma diminui¢do na produg¢do de glicose no sangue.

Analise histopatologica
Em relacdo as andlises histopatoldgicas, foi observado que todos os animais

mantiveram as caracteristicas histologicas do rim, figado, pancreas, bago e intestino delgado


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valenza%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29721509
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inalteradas, sem indica¢cdo de lesdo microscopica proveniente do tratamento com o suco da

laranja Moro.

Analise histologica

Com a analise histolégica dos adipdcitos, verificou-se que os animais que ingeriram o
suco da laranja Moro apresentaram estatisticamente maior densidade (Figura 6), menor
diametro (Figura 7) e menor area (Figura 8), quando comparados com os animais que
ingeriram agua em pelo menos um dos tecidos adiposos estudados. Os grupos que nao se
diferenciaram estatisticamente (p>0,05) foram os C e D, em relagdo ao didmetro e os grupos
A eBeEeF emrelacao a densidade.

Esses resultados sdo considerados positivos, pois confirmam que a ingestdo do suco da
laranja Moro ocasionou redu¢do no tamanho dos adipdcitos apods algumas semanas de
tratamento, proporcionando a perda de massa corporal. Resultados semelhantes foram
encontrados por Titta et al. (2010), que constataram reducao significativa no ganho de massa
corporal e de tecidos adiposos abdominais, inguinal e interescapular em ratos obesos apos
ingestao de suco de laranja Moro cultivada na Italia.

Provavelmente ¢ o sinergismo entre os compostos presentes na laranja Moro que
contribui para a redu¢do acentuada no tamanho dos adipdcitos pela diminuicao do acimulo de
lipideos e aumento da sensibilidade a insulina. Essa alteragdo ocorre porque o suco modula
genes envolvidos no metabolismo dos lipidios, incluindo o adipoQ (adiponectina), lep
(leptina), Acil-CoA sintetase e proteina desacopladora mitocondrial 2 (UCP2), além de
contribuir para o controle da expressao da proteina transportadora de 4cidos graxos (PPAR-y),
que também estd envolvida na captacdo de lipideos pelos adipocitos. E pela da regulagdo da
expressao génica, ocorre a reducdo dos lipideos nos adipocitos e triglicerideos no musculo e

figado, reduzindo a resisténcia a insulina. Esse efeito ¢ consequéncia do aumento de
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moléculas envolvidas tanto na metabolizacdo de acidos graxos, quanto na dissipacdo de

energia muscular (Tsuda et al. 2008; Guo et al., 2008; Titta et al., 2010).
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Figura 6. Parametros relativos a densidade dos tecidos adiposos retroperitoneal e perirenal de

ratos obesos, diabéticos ou ambos que consumiram agua ou suco da laranja Moro. Notas: grupo A

— animais obesos recebendo dgua; grupo B — animais obesos recebendo suco; grupo C — animais diabéticos recebendo agua;

grupo D — animais diabéticos recebendo suco; grupo E — animais obesos e diabéticos recebendo agua; grupo F — animais

obesos e diabéticos recebendo suco; grupo G — animais controle.
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Figura 7. Parametros relativos ao didmetro dos tecidos adiposos retroperitoneal e perirenal de

ratos obesos, diabéticos ou ambos que consumiram dgua ou suco da laranja Moro. Notas: grupo A
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— animais obesos recebendo agua; grupo B — animais obesos recebendo suco; grupo C — animais diabéticos recebendo agua;
grupo D — animais diabéticos recebendo suco; grupo E — animais obesos e diabéticos recebendo agua; grupo F — animais

obesos e diabéticos recebendo suco; grupo G — animais controle.
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Figura 8. Parametros relativos a area dos tecidos adiposos retroperitoneal e perirenal de ratos

obesos, diabéticos ou ambos que consumiram agua ou suco da laranja Moro. Notas: grupo A —

animais obesos recebendo agua; grupo B — animais obesos recebendo suco; grupo C — animais diabéticos recebendo agua;
grupo D — animais diabéticos recebendo suco; grupo E — animais obesos e diabéticos recebendo agua; grupo F — animais

obesos e diabéticos recebendo suco; grupo G — animais controle.

Analise bioquimica e analise enzimatica

Foi observada reducdo significativa (p<0,05) nos niveis de triacilglicerol (21,35%),
colesterol total (14,0%) e LDL-colesterol (16, 2%) e aumento nos niveis de HDL-colesterol
(10,1%) (p<0,05) nos animais obesos que beberam suco (grupo B) em relacdo aos animais
obesos que beberam agua (grupo A) (Tabela 4).

Dados de Albarello et al. (2017) e Tonetta et al. (2017) indicam que essa melhora no
perfil bioquimico pode estar relacionada a reducao de massa corporal dos animais, pois
estudos clinicos tém mostrado que a perda de massa corporal causa diminui¢ao do colesterol
plasmatico, ao passo que o aumento da circunferéncia da cintura e a obesidade estdo

associadas com altos niveis plasmaticos de colesterol total e triacilglicerol.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1888754616300120#!
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Anteriormente, Lima et al. (2012) relataram que as flavanonas seriam as responsaveis
pelo efeito hipolipidémico encontrado no suco de laranja vermelha, pois elas possuem
capacidade de reduzir o conteido de colesterol hepatico, a esterificagdo do colesterol e
aumentar a atividade dos receptores de LDL, que sdo responsaveis pela captagdo das
lipoproteinas ricas em colesterol (remanescentes de quilomicrons e LDL) do plasma,
diminuindo suas concentragdes.

Salamone et al. (2012) analisaram o efeito do consumo do suco da
laranja Moro cultivada na regido do Mediterraneo sobre a esteatose hepatica em camundongos
com obesidade induzida por dieta, e constataram, pelas analises bioquimicas, que os animais
obesos que beberam suco tiveram reducdo nos niveis de colesterol total (33,3%) e
triglicerideos (37,5%), corraborando com o presente trabalho.

No entanto, em relagcdo aos animais diabéticos que beberam suco (grupo D), ndo foram
observadas melhoras nesses parametros em relacdo aos animais diabéticos que beberam agua
(grupo C) e esse fato pode ser atribuido a presenca do Diabetes Mellitus tipo I, pois, segundo
Nwosu et al. (2018), sabe-se que essa doenga apresenta um descontrole metabdlico muito
elevado devido a falhas na producao de insulina e, consequentemente, as principais alteragdes
lipoproteicas que normalmente ocorrem sdo a hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia,
sendo estas as principais causas de doencas cardiovasculares.

O mesmo foi observado nos animais diabéticos e obesos (grupos E e F); porém, nesses
grupos, os pardmetros bioquimicos estavam muito elevados, quando comparados com os
animais-controle e esse fato se justifica, pois esses animais estavam metabolicamente muito
alterados devido a indugdo das duas doencas (Tabela 3). Talvez, para um efeito melhor, fosse
necessario um maior tempo de tratamento ou a ingestdo de uma maior dosagem de suco.

Quanto as enzimas hepéticas, ndo houve aumento dos niveis sanguineos de AST, ALT

e Gama GT em relacdo aos animais que beberem dgua e suco. Essa auséncia do efeito protetor
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hepéatico demonstrada por parte do suco da laranja Moro pode ser atribuida aos volumes de
suco ingerido diariamente e ao tempo de tratamento. Esses dados corroboram com aqueles
encontrados por Salamone et al. (2012), ao analisarem o efeito do consumo do suco da
laranja Moro cultivada na regido do Mediterraneo sobre a esteatose hepatica em camundongos
com obesidade induzida por dieta. Observaram que o suco administrado por doze semanas
neutralizou a esteatogénese hepatica nos camundongos, representando uma opg¢ao dietética

promissora para a prevengao de esteatose hepatica.

Tabela 3. Efeito do suco da laranja Moro sobre parametros bioquimicos e enzimaticos de ratos

obesos, diabéticos ou ambos().

Animais obesos Animais diabéticos  Animais obesos e diabéticos
Contents A B G C D G E F G

Triglicerideos (mg/dL)  157,4* 123,8® 90,7 9132 91,9¢ 90,72 289,3* 250,7*@ 90,7°
Colesterol total (mg/dL) 2164 186,0> 73,8° 89,0 852¢ 83,8 2304° 210,00 73.8
HDL-colesterol (mg/dL) 23,1¢ 257> 312¢ 32,0 31,9¢ 31,2¢ 184> 20,8 31,20

LDL-colesterol 161,82 135,5* 24.4¢ 349* 384> 244 154,1*@ 139,1*@ 244b
ALT (U/L) 37,5 38,7* 36,5 37,9* 289" 36,5% 33,5* 31,00 36,5°
ASL (U/L) 64,5 64,1* 59,2* 68,7* 68,2 59)2° 68,5 67,22 69,7°
Gama GT (U/L) 4,1* 4,00 448 3,9 3,9 4,4* 3,8% 4,1* 4.4*
(1) Médias seguidas de letras distintas entre os grupos (grupos A — animais obesos recebendo adgua, B — animais obesos

recebendo suco e G — animais controle; grupos C — animais diabéticos recebendo agua, D — animais diabéticos recebendo
suco ¢ G — animais controle; grupos E — animais obesos e diabéticos recebendo agua; F — animais obesos e diabéticos
recebendo suco e G — animais controle) na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

CONCLUSAO

A ingestdo de sucoda laranja Moro, apd6s a ativacdo das antocianinas em
armazenamento refrigerado, influenciou a maioria dos parametros metabolicos exibidos pelos
ratos obesos, incluindo a redu¢cdo da massa corporal e melhora no perfil bioquimico. Essa
influéncia ndo foi observada nos animais diabéticos e/ou obesos, tornando, dessa forma,

inviavel esse modelo de tratamento. Mais estudos sdo necessarios para determinar se essa
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laranja pode ser recomendada como uma estratégia eficaz para prevenir e/ou tratar

complicacdes da obesidade em humanos.
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ARTIGO 3

Atividades bioldgicas do oleo essencial da casca da laranja Moro (Citrus sinensis

(L.) Osbeck)
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RESUMO

Os oleos essenciais de citros tem se tornado foco de diversas pesquisas, por possuirem ampla
atividade bioldgica, devido a sua composi¢do quimica. Neste estudo, objetivou-se avaliar os
efeitos do 6leo essencial da casca fresca da laranja Moro (Citrus sinensis (L.) Osbeck) sobre
as atividades antitumoral, antifingica, antioxidante, citotoxica e genotoxica. A extragdo do
6leo essencial foi realizada pela técnica de hidrodestilagdo, utilizando-se o aparelho de
Clevenger modificado. A caracterizacdo e a quantificagdo quimica dos constituintes foram
realizadas por GC/MS e GC/FID. As atividades citotdxica e antitumoral foram realizadas por
meio da viabilidade celular, utilizando linhagem derivada de fibroblastos e linhagens
neoplasicas derivadas de adenocarcinoma de pulmao, de mama e melanona, respectivamente.
A atividade genotoxica foi realizada pelo ensaio Cometa, utilizando linhagem derivada de
fibroblastos. A atividade antifungica foi realizada mediante a avaliacdo do efeito inibitorio
sobre o crescimento dos fungos filamentosos A. carbonarius e A. flavus, empregando-se o
teste de difusdo em disco. A atividade antioxidante foi determinada empregando-se as
metodologias de DPPH, ABTS e B-caroteno. O 6leo essencial da casca da laranja Moro
apresentou alto rendimento de extragdo, tendo como constituinte majoritario o limoneno.
Observou-se auséncia de efeito citotoxico e genotdxico nas concentragdes testadas e o oleo
essencial apresentou maior redugdo da viabilidade celular na linhagem tumoral de melanoma.
O ¢leo essencial inibiu o crescimento de ambos os fungos na Concentracdo Minima Inibitoria
de 125 pl mL-!. Pelas metodologias empregadas, ndo foi observada atividade antioxidante. O
0leo essencial da casca da laranja Moro apresenta-se como promissor na bioprospeccao de
novos farmacos para o tratamento de cancer, podendo ser empregado também na industria

alimenticia como conservante natural, pela sua atividade antifingica.

Keywords: produtos naturais, subproduto, anticancer, citotoxicidade, atividade antifingica,

Citrus sinensis (L.) Osbeck.
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1. Introducio

Na atualidade, os residuos so6lidos gerados pelas industrias alimenticias passaram a
apresentar um novo papel na sociedade, de geradores de impacto ambiental a subprodutos,
sendo um exemplo a industria de laranja, na qual apds a fabricagdo do suco, € possivel extrair
a partir das cascas, o 6leo essencial. Este 6leo, constituido de terpenos e fenilpropandides, esta
presente em diversas espécies vegetais e apresenta alto valor comercial agregado devido as
potencialidades bioldgicas que possui (Dosoky e Setzer, 2018).

Os Oleos essenciais sdao definidos, segundo a International Organization for
Standardization, como produtos obtidos de uma planta ou das suas partes por destilacao
(hidrodestilagdo ou destilacdo por arraste com vapor d’agua) ou de pericarpos de frutos
citricos, por processo mecanico apropriado sem aquecimento, designado expressdo. Sao
constituintes volateis, odoriferos, lipofilico e, no processo de hidrodestilacdo, separam-se da
agua por diferencas de polaridade e densidade (Simdes et al., 2007).

Pesquisadores evidenciam e comprovam a eficacia do uso dos oOleos essenciais de
citros em diversos ramos, devido aos compostos terpénicos presentes em sua composi¢ao. Na
industria alimenticia podem ser utilizados como conservante natural, em substitui¢do aos
conservantes sintéticos, reduzindo os impactos negativos como o desenvolvimento de células
tumorais quando ingeridos em excesso. Na industria farmacéutica, podem atuar como modelo
para a sintese de novas drogas anticancerigenas, agindo em conjunto com o tratamento atual
em pacientes que desenvolvem resisténcia as drogas existentes.

A laranja sanguinea da variedade Moro (Citrus sinensis (L.) Osbeck) vem se
destacando mundialmente devido aos elevados teores de antocianinas, acido ascorbico e
acidos hidroxicindmicos que apresentam em sua composi¢do e estes compostos quando em

sinergismo, podem atuar no controle de vérias doengas, incluindo o gerenciamento da massa
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corporal (Fabroni et al., 2016). Apesar da escassez de estudos, ¢ possivel extrair a partir das
cascas e folhas dessas laranjas 6leo essencial.

Com o propdsito de ampliar a caracterizagdo, visando a uma melhor compreensao da
sua a¢do em sistemas bioldgicos e possibilitando a indica¢ao de aplicagdes seguras, tanto na
saude, como na alimentacdo humana, no presente trabalho teve-se como objetivos a
caracterizagdo quimica e a avaliacdo dos efeitos do 6leo essencial da casca da laranja Moro

sobre as atividades antitumoral, antifingica, antioxidante, citotoxica e genotoxica.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta do material vegetal

As laranjas sanguineas maduras da variedade Moro foram obtidas do Banco Ativo de
Germoplasma do Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC, em Mogi - Mirim (SP), em dia
ameno e sem precipitagdo. Os frutos foram colhidos aleatoriamente a partir de trés plantas
adultas, duzentos e setenta dias apos o florescimento, nos quatro quadrantes de cada planta, na

altura média entre 1 e 2 metros e na parte externa do dossel da planta.

2.2. Extracdo e rendimento do oleo essencial

O 6leo essencial foi extraido no Laboratério de Quimica Organica — Oleos Essenciais
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA), das cascas das
laranjas refrigeradas. O método de extracdo empregado foi o de hidrodestilagdo por um
periodo de 2 horas, utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado, acoplado a um balao
de 5 L. O hidrolato foi centrifugado a 965,36 g por 15 minutos e o dleo essencial foi separado
com auxilio de uma pipeta de Pasteur e em seguida acondicionado em vidro a&mbar e

armazenado sob refrigeracdo e na auséncia de luz (Brasil, 2010).
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Paralelamente a extragdo, determinaram-se o teor de umidade e o rendimento em Base
Livre de Umidade (% p/p BLU). 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 (Synth, Diadema, SP, Brasil). Apds 2 horas, o volume de dgua foi

medido (Pimentel et al., 2006).

2.3. Caracteriza¢do quimica do oleo essencial

A identificagdo quimica do 6leo essencial foi realizada por cromatoégrafo gasoso
acoplado a espectrometro de massas (GC-EM) (Shimadzu, modelo QP 2010 Plus).
Empregou-se uma coluna capilar de silica fundida com fase ligada DB5 (30 m x 0,25 mm;
0,25 um). O gas de arraste utilizado foi o hélio (Pro-service), a um fluxo de 1,0 mL min'!. A
temperatura foi programada de 60 °C a 240 °C, com uma taxa de 3 °C/min., seguida de um
aumento de 10 °C, até atingir 300 °C, mantendo-se constante por 7 minutos. As temperaturas
do injetor e do detector foram 220 °C e 240 °C, respectivamente. Foi injetado 0,5 pL da
amostra diluida em hexano (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), a uma taxa de parti¢cao
1:100 (Adams, 2007).

A quantificacdo dos constituintes foi realizada em cromatografo gasoso acoplado ao
detector por ionizagdo de chamas (GC-DIC) (modelo Shimadzu GC 2010), nas mesmas
condigdes experimentais empregadas na etapa de identificagdo, com temperatura do detector
de 300 °C. Os compostos foram identificados pelas bibliotecas do equipamento NIST107 e
NIST21 e os indices de retengdo foram calculados pela equacdo de Van den Dool e Kratz
(1963), baseada na série homologa de alcanos (Cg-C;g), com extrapolagdo para Ci9 € Cy €

comparados com a literatura segundo Adams (2007).
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2.4. Atividade citotoxica, genotoxica e antitumoral do oleo essencial

2.4.1. Linhagem celular e condigoes de cultivo

Foram utilizadas linhagens derivadas de células normais (fibroblastos de pele humana
- CCD-1059Sk) e de células tumorais (melanoma - HT144, adenocarcinoma de pulmao -
A549 e de mama - MCF7), adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro e
cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma, CA, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, SP, Brasil). As culturas foram

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

2.4.2. Atividade citotoxica

A atividade citotdxica foi realizada utilizando a linhagem CCD-1059Sk, por meio da
viabilidade celular utilizando o Kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA). A linhagem foi semeada em
placas de 96 pogos, na densidade de 1x10* células/pogo. Apds 24 horas de adesdo, as células
foram tratadas por 48 horas com os 0leos essenciais nas concentragdes de 62,5; 125; 200; 250
e 500 pg mL!, coradas com MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio) e analisadas em leitor de Elisa a 490 nm . Os valores de I1Cs, foram
determinados usando o programa GraphPadPrism® (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA). Os valores apresentados representam a média de trés experimentos independentes

realizados em triplicata + desvio padrdo (Cory et al., 1991).

2.4.3. Atividade genotoxica
A atividade genotodxica foi realizada utilizando o ensaio do Cometa, com as células da

linhagem CCD-1059Sk, que foram semeadas em placas de 24 pogos (5x10* células/pogo).
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Apos a adesdo, as culturas foram tratadas com 200 pg mL-! de 6leo essencial por 48 horas. A
suspensdo celular foi obtida por digestao enzimatica (7rypsin-EDTA solution/Sigma-Aldrich
LTDA, Brasil) e centrifugada a 1000 g por 5 minutos. O precipitado foi solubilizado em 100
uL de meio de cultura, e 5x10° das células foram homogeneizadas em 100 uL de agarose de
baixa temperatura de fusdo (Sigma Aldrich, Alemanha) e distribuidas sobre uma lamina
histolégica pré-coberta com agarose (temperatura de fusdo padrdo) (Sigma Aldrich,
Alemanha). As laminas foram mantidas a 4 °C em solug¢ao de lise.

A eletroforese foi realizada em cuba horizontal em condi¢des alcalinas por 20
minutos, 20 volts e 300 mA (1v/cm?). ApoOs esse processo, as laminas foram mantidas em
tampao de neutraliza¢do por 15 minutos, sendo, em seguida, secas e coradas com Sybr Green
(Molecular Probes SYBR® Green I nucleicacid gel stain). A andlise foi realizada com
microscopio de fluorescéncia (Eclipse 80i, Nikon), analisando 50 cometas por lamina com a
utilizagdo do software Open Comet/Image] (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA). Os resultados referem-se a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes

realizados em triplicata (Singh et al., 1988).

2.4.4. Atividade antitumoral do oleo essencial

A atividade antitumoral foi realizada utilizando as linhagens HT144, A549 ¢ MCF7,
por meio da viabilidade celular utilizando o Kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA) conforme descrito no

item 2.4.2 (Cory et al., 1991).

2.5. Atividade antifungica do dleo essencial
Foram utilizadas duas espécies de fungos filamentosos toxigénicos: Aspergillus

carbonarius (A. carbonarius) (CCDCA 10507) e Aspergillus flavus (A. flavus) (CCDCA



118

10508), que foram adquiridos da Colecdo de Cultura de Microrganismos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da UFLA. O inéculo de cada fungo foi incubado em placas de Petri
contendo meio Agar Extract Malt (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 25 °C por sete dias. Apos
esse periodo, a suspensdo de esporos dos fungos em agua destilada estéril contendo 1% de
Tween 80 (Synth, Diadema, SP, Brasil) foi preparada. A camara de Newbauer foi utilizada
para a determinagdo da concentragio de esporos (10° esporos/mL).

A Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) foi avaliada pelo método difusdo em disco,
aceito pelo Food and Drug Administration e estabelecido pelo National Committe for Clinical
Laboratory Standards. Um volume de 100 pL da solucdo de esporos foi transferido para a
placa contendo o meio pela técnica de espalhamento em superficie. Discos estéreis de papel-
filtro de 5 mm de diametro, embebidos com 10 pL dos 6leos diluidos em dimetilsulféxido
(DMSO) (Synth, Diadema, SP, Brasil), nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62 ¢ 7,81 pug mL!, foram colocados sobre o meio de cultura. DMSO foi utilizado como
controle negativo e o fluodioxonil (2 pL mL") (Sigma Aldrich, Alemanha), como controle
positivo. As placas foram incubadas em BOD, a 25 °C, por 72 horas. Foram realizadas
medi¢des diametralmente opostas dos halos de inibi¢do formados. Foi definida como a CMI a
menor concentragdo de 6leo essencial, que apresentou um halo de inibigdo. O teste foi

realizado em triplicata (Andrade et al., 2015).

2.6. Atividade antioxidante do dleo essencial

A atividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios ABTS, DPPH e (-Caroteno. Em
todas as atividades, utilizou-se, o BHT (2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno) como controle
positivo para fins de comparagdo. O 6leo essencial e o BHT foram diluidos em etanol e
avaliados nas concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug mL!. Todas as leituras foram

realizadas em triplicata.
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2.6.1. Método de estabilizag¢do do radical ABTS" [2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-dcido
sulfonico)]

A atividade de estabilizagao do radical ABTS* [2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico)] foi realizada segundo metodologia descrita por Rezende et al. (2017). Em
1900 pL do radical ABTS* (Sigma Aldrich, Alemanha), previamente diluido, foram
adicionados 100 pL das concentragdes do 6leo essencial. A reagdo-controle foi preparada com
1900 pL de etanol (Synth, Diadema, SP, Brasil) e 100 pL da diluicdo mais concentrada do
6leo essencial; e o controle negativo, com 1900 puL da solu¢do de ABTS e 100 pL de etanol.
Apds 10 minutos de reagdo no escuro, a absorbancia foi monitorada espectrofotometricamente
a 734 nm (Shimadzu UV-1601PC).

A porcentagem de inibicdo do radical ABTS® pelas amostras foi calculada pela
equacdo: % Efeito de captacdo do radical = [(ACN - AAm) / ACN] * 100, (ACN =

Absorbancia do controle negativo; AAm = Absorbancia da amostra).

2.6.2. Método de estabilizacdo do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade antioxidante pela estabilizacdo de radical DPPH foi realizada segundo
metodologia descrita por Teixeira et al. (2014). Em tubos de ensaio, foram adicionados
2700 pL da solugéo etandlica de DPPH (40 pg mL!) (Sigma Aldrich, Alemanha) e 300 uL de
amostra de oleo essencial e BHT (Sigma Aldrich, Alemanha). Utilizou-se etanol (Synth,
Diadema, SP, Brasil) como controle negativo. Apds incubagdo por 60 minutos, foram
realizadas leituras de absorbancia em espectrofotometro (Shimadzu UV-1601PC) no
comprimento de onda de 515 nm.

A porcentagem de atividade antioxidante obtida pelo método de estabilizacdo do
radical DPPH" foi calculada empregando-se a equacdo: %AA = [(ACN-AAmo) / ACN)] *

100, (ACN = Absorbancia do controle negativo; AAm = Absorbancia da amostra).
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2.6.3. Método de avaliagdo da prote¢do do sistema fp-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante de branqueamento de [-Caroteno foi realizada segundo
metodologia descrita por Teixeira et al. (2014). Foi preparada uma emulsao contendo 0,06 mL
de acido linoléico (Sigma Aldrich, Alemanha), 600 mg de Tween 20 (Synth, Diadema, SP,
Brasil), 6 mg de B-caroteno (Sigma Aldrich, Alemanha) e 30 mL de cloroféormio (Vetec, RJ,
Brasil). Apds a rotaevaporacao do solvente, adicionaram 150 mL de agua destilada saturada
de oxigénio. Em tubos de ensaio, foram adicionados 2700 uL de emulsao e 300 pL de
amostra de 6leo essencial e BHT (Sigma Aldrich, Alemanha). Etanol (Synth, Diadema, SP,
Brasil) foi utilizado como controle negativo. Leituras de absorbancias a 470 nm foram
realizadas no tempo zero e apds 60 minutos de incubagao a 50 °C.

A atividade antioxidante (AA%) foi calculada como % de atividade, apos 60 min de
incubacdo, pela equagdo: AA% = [1 - (AAmO - AAm /ACNO - ACN] * 100, (AAmO =
Absorbancia no inicio da incubagdo com a amostra; AAm = Absorbancia depois de 1 hora de
incubacao com a amostra; ACNO = Absorbancia no inicio da incubac¢do com o etanol; ACN =

Absorbancia depois de 1 hora de incubagdo com o etanol).

2.7. Andlise estatistica

Foi realizada a analise estatistica dos resultados referentes as atividades citotoxica,
genotoxica e antitumoral. Os dados quantitativos foram apresentados como a média + desvio
padrao de trés experimentos independentes. Diferencas estatisticas foram determinadas de
acordo com a analise de variancia one-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de comparagdes
multiplas de Tukey usando o software GraphPadPrism® (GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA, USA).
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3. Resultados e discussao

3.1. Rendimento e composig¢do quimica do dleo essencial

O rendimento de extracdo do 6leo essencial obtido das cascas da laranja Moro foi de
1,3% (p/p em base livre de umidade), sendo esse considerado elevado quando comparado com
6leos essenciais provenientes de outras espécies vegetais. Gomes et al. (2014) encontraram
um rendimento de 1,1% no 6leo essencial extraido das cascas de laranjas douradas (C.
sinensis). Na Tabela 1 e a Figura 1, apresentam-se a constituicdo quimica e a estrutura dos

componentes do 6leo essencial da laranja Moro.

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial da laranja Moro.

Pico IR Composto %

1 916 a-pineno 0,3589

2 965 sabineno 0,5409

3 988 mirceno 1,0721

4 1.030 limoneno 95,1197
Total identificado 97,0916

IR = Indice de retengdo. % = porcentagem de cada componente presente no 6leo essencial.

=
(A) (B) (€) (D)

Figura 1 Estruturas quimicas dos componentes do 6leo essencial da laranja Moro: (A) a-

pineno; (B) sabineno; (C) mirceno; (D) limoneno.

No total, quatro componentes terpénicos foram identificados no 6leo essencial, sendo
eles: a-pineno, sabineno, mirceno € o limoneno como majoritario. Esses resultados vém ao

encontro de diversos autores, que afirmam a presenca do limoneno como componente
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majoritario do 6leo essencial de casca de diferentes tipos de citros (Hsouna et al., 2017;
Bozkurt, Giilnaz e Kagar, 2017; Himed, Merniz e Barkat, 2016).

Gomes et al. (2014), estudando atividades bioldgicas do 6leo essencial da laranja Pera
(Citrus sinensis), encontraram os compostos tricicleno (4,16%), sabineno (2,50%), B-pineno
(6,67%), mirceno (2,92%), octanal (1,69%), limoneno (76,00%), y-terpineno (1,89%) e linalol
(4,17%). Posteriormente Martins et al. (2017), estudando o 6leo essencial da casca de laranja
doce (Citrus sinensis), encontraram os compostos o-pineno (1,08%), mirceno (3,60%),
limoneno (83,33%), sabineno (1,02%), trans- B-terpineol (0,14%), linalol (8,91%) e octanol
(0,57%), corroborando com dados do presente trabalho, que também encontrou o limoneno
como composto majoritario.

As variagdes qualitativas e quantitativas encontradas na composi¢do quimica de 6leos
essenciais podem ser atribuidas a diversos fatores, mas principalmente a fatores relacionados
a caracteristicas genéticas das espécies e condigdes ambientais em que foram cultivadas

(clima, sazonalidade e geografia) (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

3.2. Atividade citotoxica e genotoxica do dleo essencial

O potencial citotoxico do 6leo essencial obtido das cascas da laranja Moro sobre
células normais derivadas de pele humana (CCD-1059Sk) estd representado na Figura 2.
Observa-se que o 6leo essencial ndo ocasionou morte das células apos 48 horas de tratamento,
nao exibindo um efeito citotoxico nas concentragdes testadas.

A investigacdo da citotoxicidade em linhagens ndo tumorais em o6leos essenciais ¢ de
extrema importancia, visto que, antes de seu uso ser indicado para a aplicacdo em alimentos
ou medicamentos, ¢ importante que seja realizada uma avaliacao de risco, a fim de verificar a

auséncia de compostos toxicos, garantindo a inocuidade do produto a saude do consumidor


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ben%20Hsouna%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28774297
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(WHO, 1995). O produto, para ser viavel no ensaio de citotoxicidade, ndo deve ocasionar
morte das células, nem afetar suas fungdes celulares, o que foi observado neste trabalho.
Nicolic et al. (2017) estudaram a atividade citotoxica do dleo essencial de limdo
(Citrus limon L.) utilizando a linhagem celular derivada de fibroblastos de pulmao fetal
humano, pelo ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) e
confirmaram auséncia de atividade citotoxica, corraborando com os resultados obtidos no

presente trabalho.
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Figura 2. Estudo de citotoxicidade diante da linhagem CCD-1059Sk apds tratamento por 48

horas com diferentes concentragdes de 6leo essencial da laranja Moro.

O resultado do potencial genotoxico do 6leo essencial da laranja Moro (Figura 3)
demonstra auséncia de dano ao DNA em células da linhagem CCD-1059Sk, na concentracao
avaliada (200 pg mL"), podendo, dessa forma, ser utilizado com seguranga como agente
terapéutico.

Cavalcanti et al. (2012) avaliaram a genotoxicidade do 6leo essencial obtido das folhas
de Alpinia zerumbet utilizando o ensaio Cometa e encontraram uma constitui¢do quimica de
98,3% de monoterpenos. Observaram, em seguida, que o Oleo essencial ndo induziu a
genotoxicidade em leucocitos humanos nas concentragdes de 50 a 300 pg mL!; porém, em

uma concentra¢do de 500 pg mL!, causou uma redugio na viabilidade celular, ¢ um aumento
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no dano ao DNA foi constatado. Entretanto, experimentos in vivo demonstraram que o 6leo
essencial (400 mg / kg) ndo levou a mutagenicidade em sangue periférico e células de medula

O0ssea em ratos.
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Figura 3. Estudo de genotoxicidade diante da linhagem CCD-1059Sk ap6s tratamento por 48

horas com 200 pg mL-! de dleo essencial da laranja Moro. Notas: (a) Imagens ilustrativas de cometas em

amostras visualizadas em microscopio de fluorescéncia apds coloragdo com SybrGreen. (b) Analise realizada a partir de 50
cometas por lamina através do software OpenComet. Os dados do grafico referem-se ao parametro momento da cauda e estdo
representados como a média de dois experimentos independentes realizados em duplicata. A barra de erros representa o

desvio padrdo. UV-ultravioleta *p<0,05 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.

3.3. Atividade antitumoral do dleo essencial
A atividade antitumoral do 6leo essencial obtido das cascas da laranja Moro sobre as
linhagens tumorais de melanoma (HT144), adenocarcinoma de pulmdo (A549) e

adenocarcinoma de mama (MCF7) esté representada na Figura 4. Pelos resultados, verificou-
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se que a maior redugdo da viabilidade celular ocorreu com a linhagem tumoral HT144

inibindo aproximadamente 50% da viabilidade celular, na concentragdo de 272,6 ug mL-!.
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Figura 4. Viabilidade celular das linhagens A549, MCF-7 e HT-144, apos tratamento por 48

horas com o6leo essencial da laranja Moro.

Segundo Lesgards e colaboradores (2014), a atividade antitumoral dos 0leos essenciais
esta relacionada a ativacao da morte celular (apoptose) induzida pelas proteinas caspases em
células cancerigenas, com menores modificagdes de células saudaveis. Muitos fendmenos
parecem ocorrer, entre 0s quais estdo a superexpressio e regulacdo de enzimas de
desintoxica¢ao do figado, alteragdes no potencial de membrana de células cancerigenas e
mitocondrias, producdo de radicais livres nas células cancerigenas, inibicao da angiogénese e
modifica¢ao da inducdo dos genes dos tumores. Os constituintes dos 6leos essenciais parecem
agir sinergicamente com a quimioterapia e radioterapia convencional.

Chen et al. (2011a) evidenciaram que os efeitos benéficos dos terpenoides contra o
cancer estdo associados também com uma mudanca na polarizacdo da membrana de células
cancerigenas e especialmente na mitocondria. Isso se deve pelo fato de os terpenoides serem
muito lipofilicos e terem alta afinidade pelas membranas celulares. As células cancerigenas

sdo frequentemente hiperpolarizadas e sua despolarizacdo induzida pelo terpeno ajuda a
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restaurar processos normais na célula, incluindo apoptose. Como exemplo, tem-se o composto
germacreno, que despolariza a membrana mitocondrial das células cancerigenas no cancer de
mama.

Chao ¢ colaboradores (2017) estudaram a atividade antitumoral do 6leo essencial da
casca de laranja produzida na China. Foi constatado um efeito positivo na inibicdo da
proliferacdo de cancer humano de pulmao e de prostata, com concentragdes variando de 6,25
a 200 pg mL! para ambas as linhagens. Os autores atribuiram essa atividade ao composto
limoneno encontrado em 74,6% na composi¢cdo quimica do Oleo essencial, apresentando,
dessa forma, efeitos quimiopreventivos e quimioterapéuticos contra multiplos tipos de

tumores, corroborando consequentemente, com a presente pesquisa.

3.4. Atividade antifungica do dleo essencial
Os resultados da atividade antifungica do 6leo essencial obtido das cascas da laranja
Moro avaliando a CMI sobre os fungos filamentosos A. carbonarius e A. flavus estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo Minima Inibitdria do 6leo essencial da laranja Moro sobre os fungos

filamentosos A. carbonarius e A. flavus.

CMI (uL mL)

Oleo essencial da

Fungos DMSO FD laranja Moro

A. carbonarius

(CCDCA 10507) NI 2 125
A. flavus
(CCDCA 10508) NI 2 125

NI: ndo inibiu; DMSO: dimetilsulfoxido (C-); FD: fluodioxonil (C+)

Pelos dados descritos na Tabela 2, observa-se que o dleo essencial da laranja Moro foi

capaz de inibir o crescimento dos fungos 4. carbonarius € A flavus, na CMI de 125 uL mL 1.
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Gomes et al. (2014) estudaram a atividade antifingica do 6leo essencial de laranja (Citrus
sinensis) diante de fungos A. niger, A. flavus e A. carbonarius, usando o método de difusdo
em disco. Foi observado pela CMI que o 6leo essencial apresentou resultados inferiores ao
observado no presente trabalho (4. niger - 3,91 uL mL!, A. flavus - 62,5 uL mL"! e A.
carbonarius - 3,91 puL mL-") e esse fato pode ser explicado pela diferenga na variedade de
laranja, resultando diferengas na composi¢do quimica do 6leo essencial.

Li et al. (2014) relataram que existe uma relacdo entre a atividade antimicrobiana e as
estruturas quimicas dos compostos mais abundantes nos 6leos essenciais. Segundo Viriato
(2014), muitas substancias ricas em terpenos, como o limoneno, sdo consideradas
antimicrobianas naturais, por apresentarem atividade frente aos fungos, por possuirem
estruturas quimicas apolares, com caracteristicas hidrofébicas e lipofilicas, facilitando a
interagdo com os elementos da membrana da célula fingica.

Dessa forma, segundo Kedia, Jha e Dubey (2015), os Oleos essenciais atravessam a
parede celular e a membrana citoplasmatica, interrompem a estrutura das diferentes camadas
de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios e interagem com as enzimas e proteinas da
membrana responsaveis pela biossintese do ergosterol, produzindo um fluxo de prétons para o
exterior da célula. Concomitantemente, ocorre o rompimento de sua organiza¢ao, ocasionando
um desequilibrio na permeabilidade que reflete um vazamento do contetido celular,

culminando na morte do fungo.

3.5. Atividade antioxidante do oleo essencial

Nao foram observadas no dleo essencial obtido das cascas da laranja Moro atividades
antioxidantes na faixa de concentragdes utilizadas perante os métodos testados (ABTS, DPPH
e protecao do sistema B-caroteno/acido linoleico). Essa auséncia de atividade se justifica pelas

estruturas quimicas dos compostos presentes no dleo essencial em estudo.
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Em relagdo aos métodos DPPH e ABTS, que sdo baseados na estabilizagdo de
radicais, a auséncia de atividade justifica-se pela dificuldade de doacdo de um hidrogénio por
parte dos compostos terpénicos presentes no 6leo essencial para neutralizar a agdo do radical.
Corroborando com os dados obtidos neste trabalho, Radan et al. (2018) também nao
encontraram atividade antioxidante por esses métodos, quando avaliaram 6leos essenciais da
casca de laranja amarga de duas variedades (Aurantii amari flavedo e Citrus aurantium L.),
que também apresentavam predominancia de limoneno em sua constituicdo quimica (91,1 e
51,3%, respectivamente).

Anteriormente, Torres-Alvarez et al. (2016), investigando a atividade antioxidante
pelos métodos ABTS e DPPH, constataram atividades no 6leo essencial de laranja (23,25
pmol TE/mL - ABTS e 3,01 umol TE/mL - DPPH) e no 6leo essencial de laranja concentrado
20 vezes (156,25 pmol TE/mL - ABTS e 21,24 umol TE/mL - DPPH), ao passo que ndo foi
observada nenhuma atividade no composto isolado (limoneno). Os autores justificaram esses
resultados devido a diferencas na composi¢do e porcentagem dos compostos, em que 0s
compostos minoritarios foram potencializados e o composto majoritario limoneno reduzido
no 6leo essencial de laranja e no 6leo essencial de laranja concentrado.

Esse fato vem ao encontro com o proposto por Choi et al. (2000), que descobriram
que, embora o limoneno seja o composto majoritdrio em Oleos essenciais de laranja, nao
desempenha o papel principal na determinacdo da atividade antioxidante e, sim, o sinergismo
entre os compostos. Liu et al. (2012) observaram maior atividade antioxidante em oleo
essencial de laranja, quando comparado com compostos individuais (linalol, decanal, octanal
e valencene).

Em relacdo ao método de protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, baseado na

inibicdo da peroxidacdo lipidica, também ndo foi observada atividade antioxidante.
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Provavelmente, essa auséncia de atividade também se justifica pela composicdo quimica do
6leo essencial em estudo.

Yamina, Augustin e Djamel (2018) avaliaram a atividade antioxidante pelo método de
protecdo do sistema P-caroteno/acido linoleico em Oleos essenciais de Citrus limon var.
Eureka e Citrus sinensis var. Valéncia e encontraram resultados positivos por esse método
(36,19 e 55,56% de inibicdo do acido linoléico), sendo constituidos por um menor teor de
limoneno, quando comparados ao presente estudo (54,95 e 83,6%). Segundo Andrade et al.
(2013), oleos essenciais ricos em terpenos apresentam melhores valores de atividade
antioxidante pelo método de protecdo do sistema [B-caroteno/dcido linoleico do que nos
métodos de estabilizacdo de radicais (ABTS e DPPH), pelo fato de o primeiro ser mais

especifico para antioxidantes lipofilicos.

4. Conclusao

O o6leo essencial da casca da laranja Moro apresentou alto rendimento de extragdo e o
componente limoneno como majoritario. O 6leo essencial ndo apresentou efeito citotoxico e
genotoxico nas concentragdes testadas. Pelos resultados da atividade antitumoral, verificou-se
maior redu¢do da viabilidade celular na linhagem tumoral de melanoma. O 6leo essencial
apresentou CMI de 125 pl mL-' para ambos os fungos analisados, mas ndo apresentou

atividade antioxidante pelas metodologias empregadas.
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