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RESUMO

ESTEVES-PEDRO, N.M. Avaliacdo in vitro da toxicidade de 6leos essenciais da flora Latino-
americana candidatos ao uso em cosméticos. 2013. 138p. Dissertacdo (Mestrado em Farmaco e
Medicamentos) - Area de Producdo e Controle Farmacéuticos, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2013.

Os 0leos essenciais provenientes de plantas da flora Latino-americana, tém-se apresentado como
candidatos a utilizacdo em formulagfes cosméticas como fragréncias, promotores de permeacdo
cutanea, antioxidantes e conservantes naturais. A seguranca de componentes da formulagéo deve ser
avaliada por testes toxicoldgicos validados, que geram resultados reprodutiveis e confidveis. Os
ensaios de citotoxicidade (OECD/GD 129), fototoxicidade in vitro (OECD 432), microndcleo in
vitro (OECD 487) e atividade antioxidante intracelular correspondem a métodos alternativos
pautados nos principios dos 3R’s: Refinament ou Refinamento; Reduction ou Reducdo; e
Replacement ou Substituicdo. Com essa diretriz, o objetivo proposto foi avaliar a citotoxicidade, a
fototoxicidade in vitro, 0 potencial genotoxico e a atividade antioxidante intracelular dos 6leos
essenciais das espécies Minthostachys setosa (Brig.) Epling, Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)
Landrum e Drimys brasiliensis Miers provenientes de plantas da flora Latino-americana, candidatos
ao uso em cosméticos. Os 6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilacéo e foi avaliada a sua
dispersdo em meio de cultura. A partir dos resultados dos ensaios de citotoxicidade na linhagem
BALB/3T3 clone A31, foi calculado o valor de concentracdo que inibe e 50 % (ICsp) de células
desafiadas. Na avaliacdo da fototoxicidade in vitro na linhagem BALB/3T3 clone A31 e no ensaio
do microndcleo in vitro na linhagem CHO-K1, verificou-se respectivamente, 0s potenciais
fototdxico e genotoxico das amostras. Com excecdo do dleo essencial da Drimys brasiliensis, a
atividade antioxidante foi avaliada na linhagem WS1. Os 6leos essenciais da Minthostachys setosa,
Pimenta pseudocaryophyllus e Drimys brasiliensis ndo apresentaram potencial citototdxico,
fototdxico e genotoxico, além disso, a atividade antioxidante foi expressiva para Pimenta

pseudocaryophyllus.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Seguranca de cosméticos. Métodos alternativos. Toxicidade in

vitro.



ABSTRACT

ESTEVES-PEDRO, N.M. In vitro toxicity of essential oils from Latin American plants
candidates for use in cosmetics. 2013. 138p. Dissertacdo (Mestrado em Farmaco e Medicamentos)
- Area de Producio e Controle Farmacéuticos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2013.

Essential oils from plants flora Latin America, have been presented as candidates for use in cosmetic
formulations as fragrances, skin permeation enhancers, antioxidants and natural preservatives. The
safety of the formulation components should be assessed by validated toxicological tests. The
cytotoxicity assays (OECD/GD 129), in vitro phototoxicity (OECD 432), in vitro micronucleus
(OECD 487) and intracellular antioxidant activity correspond to alternative methods guided by the
3R’s principles: Refinament, Reduction and Replacement. In this scenario, the proposed objective
was to evaluate the cytotoxicity, phototoxicity in vitro, the genotoxic potential and intracellular
antioxidant activity of Minthostachys setosa (Brig.) Epling, Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)
Landrum and Drimys brasiliensis Miers essential oils, from Latin American plants candidates for
use in cosmetics. The essential oils were extracted by hydrodistillation and its dispersion was
evaluated in culture medium. The results obtained in cytotoxicity assays on line BALB/3T3 clone
A31 was calculated the I1Cso. In vitro phototoxicity in BALB/3T3 clone A31 cell line and the
micronucleus assay in vitro in the CHO-K1 cell line, it was verify phototoxic and genotoxic
potential, respectively. With the exception of essential oil Drimys brasiliensis, the intracellular
antioxidant activity was assessed in WS1 cell lines. In conclusion Minthostachys setosa, Pimenta
pseudocaryophyllus and Drimys brasiliensis Miers essential oils showed no cytotoxic, phototoxic
and genotoxic potential, moreover, the antioxidant activity was expressive for Pimenta

pseudocaryophyllus.

Keywords: Essential oils. Safety cosmetics. Alternative methods. Toxicity in vitro.
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A pesquisa de ativos naturais estd aliada a tendéncia do mercado em utiliza-los em
medicamentos e cosméticos. O conceito “natural” tornou-se decisivo para 0 desenvolvimento de
novos agentes ativos que deverao ser eficazes e seguros, ao mesmo tempo, sustentaveis e substitutos
aos de origem sintética (IBARRA; JOHNSON, 2008). Embora os componentes sintéticos exibam
frequentemente melhor desempenho que os naturais, muitas vezes, ndo podem ser degradados ou
absorvidos pelas estruturas biologicas. E importante destacar que as substancias novas, sintéticas ou
naturais, que apresentem atividades e que sdo consideradas candidatas a uso farmacéutico e
cosmético devem ser testadas extensivamente quanto a sua toxicidade, antes de serem liberadas para
0 uso. Tradicionalmente os testes de toxicidade podem envolver como reagente bioldgico animais,
entretanto a tendéncia atual é a substituicdo por métodos in vitro.

Historicamente, o inicio da discussdo sobre 0 uso de animais em ensaios toxicologicos e de
eficacia foi com a publicacio do livro Principles of Human Experimental Technique em 1959.
Assim, despertaram-se a conscientizagdo e ocorreram 0S movimentos de prote¢do aos animais. A
partir deste episodio, fica estabelecido o principio dos 3R’s que correspondem a: Refinament ou
Refinamento promove o alivio ou minimizagdo da dor e o estresse dos animais; Reduction ou
Reducdo responsavel pela diminuicdo no numero de animais utilizados para obter a mesma
qualidade de informacGes dos testes classicos in vivo; e Replacement ou Substituicdo estabelece que,
um determinado objetivo seja alcancado sem o uso de animais vertebrados vivos. Baseado nesse
conceito surge o termo “métodos alternativos” (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA (ANVISA), 2003; RUSSEL; BURCH, 2009; REDE NACIONAL DE METODOS
ALTERNATIVOS (RENAMA), 2013).

Com relacdo a validacdo de métodos alternativos, diversas instituicGes internacionais
renomadas estdo envolvidas, tais como: a pioneira European Committee for Validation of
Alternative Methods (ECVAM); Cosmetic, Toiletries and Frangrance Association (CTFA);
European Cosmetics Association (COLIPA); Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods (ICCVAM); e Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD). Dentre os métodos alternativos validados estéo a fototoxicidade, o teste do
microndcleo in vitro e citotoxicidade, realizados em linhagens celulares eucariontes (ANVISA,
2003).

O marco regulatdrio dos métodos alternativos ocorreu em 2003 com a 7" Amendment to the
Cosmetics Directive 2003/15/EC que proibiu 0 uso de animais em testes para ingredientes e/ou

produtos cosmeticos a partir de 2013. A Diretiva assegurava, portanto, a comercializacdo, na
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Comunidade Europeia, de produtos cosméticos sem a avaliacdo por experimentacdo animal, mas
com seguranca garantida aos consumidores. Considerando a importancia dos produtos e
ingredientes brasileiros no mercado europeu de cosméticos, os métodos alternativos estdo sendo
implantados. Em 2009 no Brasil, houve a criagdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), responsavel pelo credenciamento das instituicbes que
utilizem animais em seus trabalhos, e em 2012 a criacdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA), que promoverd a certificacdo e validagdo de novos métodos alternativos. O processo
de validacéo propostos e/ou desenvolvidos pela RENAMA ocorrerd no &mbito do Centro Brasileiro
de Validacdo de Métodos Alternativos, BraCVAM (ANVISA, 2003; EUROPEAN COMMISSION
(EC), 2003; BRASIL, 2009; BRASIL, 2012).

Destaca-se que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), elaborou o Guia
para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosmeéticos que, recomenda o uso de métodos
alternativos validados nos ensaios de seguranca para produtos acabados e ingredientes cosmeéticos.
Utilizados como ingredientes em formulages cosméticas, os 6leos essenciais, formados a partir do
metabolismo secundério de plantas aromaticas, sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipossoluveis e de odor caracteristico (ANVISA, 2003; CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO,
2009; BAKKALLI, et al., 2008).

Os 0leos essenciais possuem além de suas propriedades odoriferas, atividades biologicas
que os tornam candidatos ao uso em formulagfes farmacéuticas e cosmeticas. Dentre essas
atividades destacam-se a promotora de permeacdo cutanea, antioxidante e antimicrobiana. Desse
modo, espécies de plantas derivadas de ecossistemas diversificados apresentam-se como alvo de
pesquisas, como a flora Latino-americana que compreende 52 % de todas as florestas tropicais
existentes ao redor do planeta (GUERRA; NODARI, 2007; BAKKALI et al., 2008; FANG et al.,
2004; BROCHINI; LAGO, 2007).

Dentre as espécies de plantas da flora Latino-americana tém-se: Minthostachys setosa
(Brig.) Epling, Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum e Drimys brasiliensis Miers.
Popularmente conhecida como Mung, a espécie Minthostachys setosa (Brig.) Epling é utilizada
pelas comunidades andinas como conservantes de alimentos (HOLGUIN, 2005) e segundo Pinto
(2010) o Oleo essencial desta planta, apresenta-se como candidato a conservante natural de
formulagbes cosméticas devido as suas caracteristicas antimicrobianas. Encontrada na Mata
Atlantica, a Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum é popularmente conhecida como

craveiro-do-mato e de acordo com Lima e colaboradores (2006) apresentou expressiva atividade
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antimicrobiana em seu Oleo essencial. Popularmente conhecida como casca-d’anta, a Drimys
brasiliensis Miers apresenta em seu Gleo essencial uma rica composicdo em terpenos, substancia
com consideravel atividade antimicrobiana (LIMBERGER et al., 2008).

A comprovagdo dessa atividade antimicrobiana possibilita a utilizagdo destes 6leos
essenciais como conservantes naturais, em associagdo ou mesmo em substituicdo aos de origem
sintética que poderiam apresentar reacdes toxicas ao usuario. Dessa forma, a selecdo definitiva do
agente conservante deve ter um compromisso entre eficécia antimicrobiana e compatibilidade com
0 produto acabado, além da seguranca ao consumidor avaliada por testes toxicologicos (LAHLOU,
2004; LIMA, et al., 2006; CUSTODIO, et al., 2010; PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Nos estudos das propriedades toxicoldgicas e farmacoldgicas dos 6leos essenciais em
linhagens celulares eucariontes, a lipossolubilidade confere dificuldades de dispersdo em meios de
cultura (CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009). Desta forma, hd a necessidade da
dispersdo dos 0Oleos essenciais por meio de agentes em concentracdo ndo citotdxicas, evitando 0s
resultados falso-positivos.

Nesse cenario, verifica-se a importancia da investigacdo dos 6leos essenciais da Pimenta
pseudocaryophyllus, da Minthostachys setosa e da Drimys brasiliensis, provenientes de plantas da
flora Latino-americana, como candidatos a componente de formulagbes cosméticas. Assim,
fundamentados em meétodos alternativos, faz-se necessaria a avaliacdo da atividade antioxidante

intracelular e toxicidade in vitro.
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2.1 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis de forte odor, formados
a partir do metabolismo secundéario de plantas aromaticas que geram compostos de baixo peso
molecular. Esses sdo sintetizados pelas folhas, caules, flores, pétalas, frutos, sementes, raizes, ou
casca, e armazenados nas células epidérmicas, tricomas glandulares e células secretoras. A
volatilidade e o forte odor sdo resultados da solubilizacéo das goticulas refringentes, presentes nas
estruturas secretoras, por compostos volateis responsaveis pelas propriedades odoriferas (CUNHA,;
CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009; BAKKALL, et al., 2008).

As caracteristicas odoriferas dos Oleos essenciais fundamentam a sua utilizagdo nas
indUstrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos como aromas, adjuvantes corretivos de odor e
sabor em medicamentos, aromatizantes em medicamentos de aplicacdo topica, e como fragrancias
em cosméticos. Dentre as atividades biologicas atribuidas aos Oleos essenciais, destacam-se:
promotora de permeacd0o cutanea; anestésica; analgésica; anti-inflamatoria; gastroprotetora;
antiulcerosa; antiespasmddica intestinal; hepatoprotetora; broncodilatadora; antihelmintica;
antiviral, antifungica e antibacteriana (BROCHINI; LAGO, 2007; CUNHA; CAVALEIRO;
SALGUEIRO, 2009; FANG et al., 2004).

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais esta associada a presenca de compostos
oxigenados, como por exemplo, o eugenol e o linalol capazes de realizar ligagdes de hidrogénio. Assim,
modificam a permeabilidade da membrana externa dos micro-organismos e inibem enzimas da
cadeia respiratoria, responsaveis pelo balanco energético dessas células. A eficacia dos éleos
essenciais tem motivado pesquisas na avaliacdo e caracterizacéo de sua atividade antimicrobiana, no
entanto, a execucdo dos métodos é condicionada pela sua lipossolubidade. A limitada solubilidade
em agua confere aos 6leos essenciais 0 uso de solventes organicos apolares durante 0s processos de
extracdo (CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009).

Os métodos de extracdo dos Gleos essenciais variam conforme sua localizacdo na planta e
sua proposta de utilizacdo. Dentre os métodos destacam-se: enfloracéo (enfleurage), empregado em
plantas com baixo teor de dleo e alto valor comercial, consiste em depositar as pétalas numa camada
de gordura durante um periodo de tempo, em seguida a gordura é tratada com alcool que é destilado
em baixa temperatura; extracdo por solventes organicos, como éter e diclorometano; prensagem (ou
expressao), o pericarpo dos frutos é prensado e a camada que contém o Oleo essencial é separada;
CO, (diéxido de carbono) supercritico, 0 CO, € liquefeito e aquecido a 31 °C, atingindo o quarto

estado da matéria em que sua capacidade de dissolugdo é elevada e permite a obtencdo do 6leo
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essencial sem o uso de solventes organicos; e hidrodestilagdo (ou arraste por vapor d’agua), o
mecanismo de acdo se baseia na diferenca da tenséo de vapor dos dleos essenciais e da agua, a alta
tensdo dos 6leos faz com que sejam arrastados pelo vapor d’agua (SIMOES; SPITZER, 2007).

O produto de extracdo e metabdlitos secundarios (Figura 1) pode variar ha composicao,
qualidade e quantidade de acordo com a fisiologia e idade das plantas e com os aspectos ambientais
(ou edaficos) extrinsecos a biologia vegetal, tais como: sazonalidade; indice pluviométrico; ritmo
circadiano; radiacdo ultravioleta (UV); alteragBes na composicao atmosférica pela poluicéo; altitude;
temperatura; disponibilidade de agua, micronutrientes e macronutrientes assimilaveis pelas plantas;
ataque de patdgenos; e pastagem de herbivoros (ou herbivoria) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009).

Ritmo circadiano
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indice pluviométrico
Sazonalidade Radiacdo UV
' / Composicdo
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Figura 1- Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos, como idade das
plantas e fatores ambientais. Fonte: GOBBO-NETO; LOPES, 2007, adaptado pela autora

Para a obtencéo de 6leos essenciais de composicdo constante, esses devem ser extraidos nas
mesmas condi¢des a partir do mesmo 6rgao da planta, que cresceu no mesmo solo, sob 0 mesmo
clima e foi coletada na mesma temporada. Ainda assim, uma mesma populacdo pode resultar em
6leos essenciais com composicao quimica diferente caracterizada pelas diferencas genéticas. Como
consequéncia, particularmente em espécies das familias Apiaceae, Lamiaceae e Myrtaceae a
expressao das vias metabolicas dessas plantas é distinta sendo designadas como variedades
quimicas ou quimiotipos (MASOTT]I, et al., 2003; CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009;
BAKKALL, et al., 2008).
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A composicdo quimica da maioria dos Gleos essenciais é constituida por derivados
terpénicos e/ou fenilpropanoides. Os hidrocarbonetos terpénicos sé&o formados a partir da
combinagdo de bases de cinco carbonos (C5) chamada isopreno. A condensagdo dos isoprenos
pirofosfato de isopentenilo (PPI), formado no ciclo do acetato-mevalonato, e seu isbmero o
pirofosfato de dimetilalilo (PPDMA), originam o pirofosfato de geranilo precursor dos
monoterpenoides (C10), sua condensag¢do com o PPI forma o sesquiterpenoide (C15) pirosfofato de
farnesilo, que ao se condensar com PPI forma o diterpenoide (C20) pirofosfato de geranil-geranilo,
como demonstrado na Figura 2 (SIMOES; SPITZER, 2007; CUNHA; CAVALEIRO;
SALGUEIRO, 2009; SCHWAB; FUCHS; HUANG, 2013).

oPP ,
Pirofosfato de dimetilalilo
j\ >_\7 Pirofosfato de isopentenilo
OPP

S, SV Y b |
| | o S i PP
oPP

Pirofosfato de geranilo Pirofosfato de famesilo Pirofosfato de geranil-geranilo

| | |

Monoterpenoides Sesquiterpenoides Diterpenoides

Figura 2 - Biossintese dos terpenoides. Fonte: CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009

Destaca-se que, 0s monoterpenos constituem cerca de 90 % dos 6leos essenciais, podendo
ser divididos nos subgrupos aciclicos (mirceno, linalol), monociclicos (pulegona, o-terpineol,
terpinoleno, limoneno) e biciclicos (o-pineno, tujona, canfora), representados na Figura 3 (SIMOES;
SPITZER, 2007; CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009; ARAUJO; FARIAS, 2003; PINTO,
2010).
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Me \ < 2
M CH,
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Figura 3 - Estrutura quimica dos monoterpenos: (A) aciclico linalol; (B) monociclico
pulegona; (C) biciclico a-pineno. Fontes: UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2013a, 2013b,
2013c

Os fenilpropanoides sdo compostos aromaticos menos frequentes que os terpenoides nos
6leos essenciais. Com relacdo a sua biossintese (Figura 4), sdo formados a partir do &cido
chiquimico que forma as unidades basicas de acido cindmico e p-cumarico. Por meio de redugdes
enzimaticas produzem propenilbenzeno e alilbenzenos, por oxida¢fes geram aldeidos aromaticos e
por ciclizacbes enzimaticas produzem as cumarinas, exemplificados nos compostos eugenol;
cinamaldeido e bergapteno (furanocumarinas) (SIMOES; SPITZER, 2007; CUNHA; CAVALEIRO;
SALGUEIRO, 2009; JAGANATHAN; SUPRIYANTO, 2012; NOVA; ARRUDA,; OLIVEIRA, 2012).
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Legenda: (1) &cido chiquimico; (2) &cido cindmico; (3) p-cumarico; (4) propenilbenzeno; (5) aldeidos
aromaticos; (6) alilbenzenos; (7) cumarinas; (A) alilbenzeno eugenol; (B) furanocuramina bergapteno

Figura 4 - Biossintese de compostos fenilpropanoides. Fontes: SIMOES; SPITZER, 2007;
UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2013d; 2013e, adaptado pela autora

A identificacdo quantitativa dos compostos presentes nos 0leos essenciais pode ser realizada
por meio de andlises cromatograficas, como por exemplo, a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. Esse método permite a separacdo dos componentes e fornece um espectro
de massa para cada pico, que indica a massa molecular e o padrao de fragmentacao que, comparado
aos das substancias de bibliotecas resultam na proposta de probabilidade quanto a identidade da
substancia analisada (SIMOES; SPITZER, 2007).

Dessa forma, essa identificacdo dos dleos essenciais contribui na avaliacdo de suas
atividades bioldgicas e de seus compostos majoritarios, ou seja, aqueles presentes em maior
quantidade. Por exemplo, o eugenol é o composto majoritario presente em 72 a 90 % no Oleo
essencial da planta Eugenia aromaticum, dentre suas atividades biologicas se destacam a anti-
inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana (JAGANATHAN; SUPRIYANTO, 2012).
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No entanto, os 0leos essenciais, considerados misturas complexas, devem ser avaliados em
sua totalidade. Segundo Lago e colaboradores (2010), o efeito anti-inflamatorio do éleo essencial da
Drimys brasiliensis Miers (Winteraceae) foi superior a um dos seus compostos majoritarios isolados,
0 sequisterpeno poligoidal. Assim como, o 6leo essencial da Minthostachys setosa quando comparado
ao seu composto majoritario pulegona, pode apresentar expressiva atividade antimicrobiana
(PINTO, 2010).

A comprovacdo das atividades biologicas dos Oleos essenciais e seus componentes
majoritarios, em especial a atividade antimicrobiana, possibilita a utilizacdo destes como
conservantes naturais, ainda pouco explorados, em substituicdo aos conservantes de origem sintética
que apresentam reacdes toxicas ao usuario. Ressalta-se que, durante a escolha do agente conservante
adequado sdo necessarias algumas consideracoes, dentre elas, quanto ao tipo do produto, seu uso,
caracteristicas de formulacdo e o provavel desafio microbiano. Frente a este contexto, a selecéo
definitiva do agente conservante deve ser um compromisso entre eficacia antimicrobiana,
compatibilidade com o produto e seguranca ao consumidor, confirmada por meio de ensaios
toxicologicos (PINTO, KANEKO, PINTO, 2010).

Na tentativa de elucidar os possiveis efeitos toxicos dos 6leos essenciais, diversos grupos de
pesquisa realizam estudos toxicoldgicos in vitro. Por exemplo, Nathalie e colaboradores (2006)
avaliaram a fototoxicidade in vitro de cinco diferentes 0leos essenciais e potenciais candidatos ao
uso em cosmeéticos, devido a suas atividades odorifera e antimicrobiana. Outro estudo demonstrou
que, a atividade antimicrobiana do 0leo essencial da planta Cinnamomum zeylanicum Blume
indicou sua potencial aplicacdo em formulacGes de uso topico para tratamento de infeccGes, além
disso, esse 6leo apresentou propriedades anticancerigenas nos ensaios em linhagens de fibroblastos
normais e transformados (UNLU et al., 2010).

Hayes e Markovic (2002) verificaram a expressiva atividade antimicrobiana do 6leo da planta
Backhousia citriodora e a 1Csy (concentragdo que inibi 50 % das células desafiadas) por meio do
ensaio de citotoxicidade em células normais e cancerigenas, baseando-se nesses resultados 0s
pesquisadores determinaram a concentracdo segura para ser utilizada em formulagbes topicas.
Ainda, no estudo de revisdo de Bakkali e colaboradores (2008) foi verificado que, em células
eucariontes 0s 06leos essenciais em determinadas concentrages podem exercer atividades
citotoxicas e antigenotoxicas, por estes achados 0s autores sugeriram que essas atividades ocorrem

devido aos efeitos pré-oxidantes dos 6leos essenciais em nivel celular.
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Diante do exposto, Vverifica-se que 0s 0leos essenciais e seus compostos majoritarios,
possuem além de suas propriedades odoriferas, atividades bioldgicas que os tornam candidatos ao
uso em formulacdes farmacéuticas e cosmética. Adicionalmente, a flora Latino-americana possui o
ecossistema diversificado e rico, que compreende 52 % de todas as florestas tropicais existentes ao
redor do planeta. Entretanto, faz-se necessaria pesquisa criteriosa e urgente com os 0leos essenciais,
pois, em sua maioria sdo provenientes de plantas originarias de ecossistemas ameacados de extin¢do
(GUERRA; NODARI, 2007).

Dentre essas florestas a Mata Atlantica, atualmente é identificada como a quinta area mais
ameacada e rica em espécies endémicas do mundo, pois, da sua cobertura florestal original de 1,3
milhdo de km? restam apenas 5 %, dispostos em fragmentos nas regides Sul e Sudeste do Brasil.
Esse complexo e exuberante conjunto de ecossistemas possui cerca de 20 mil espécies de plantas
vasculares, das quais oito mil delas s&o exclusivas desse bioma (ou endémicas), como por exemplo,
as especies vegetais Drimys brasiliensis Miers e Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum
utilizadas na medicina popular. Ainda na flora Latino-americana, destaca-se a espécie
Minthostachys setosa, encontrada nos altiplanos andinos entre a Venezuela e a Argentina, € também
utilizada na medicina popular pelos moradores dos Andes no Peru (INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS ESPACIAIS, 2002; INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE, 2013,
PEIXOTO et al., 2004; MARTINS; ROZ; MACHADO, 2013; LIMBERGER; SOBRAL;
HENRIQUES, 2007; FARIAS et al., 2009; PINTO, 2010).

2.1.1 Minthostachys setosa (Brig.) Epling

A especie Minthostachys setosa (Brig.) Epling pertence a familia Lamiaceae (ou Labiatae)
da menta ou horteld. Sua denominacdo original Labiatae € devido as pétalas das flores se
assemelharem a labios. Quanto a anatomia vegetal, estas plantas crescem em forma de arbustos e
arvores gue possuem caule quadrangular com folhas opostas, inteiras ou divididas, e inflorescéncia
racemosa, que corresponde ao crescimento de os ramos laterais (Figura 5). Dentre as plantas desta
familia destacam-se, além da horteld, alecrim, manjericdo, salvia, tomilho e lavanda, pois, possuem
propriedades arométicas e sdo amplamente utilizadas como ervas culinarias e em formulacdes
cosméticas. Ressalta-se que, esta familia tem uma distribuicdo mundial e dispGe de
aproximadamente 6900 espécies e 233 géneros (LEE et al., 2011; BRAUCHLER; MEIMBERG;
HEUBL, 2010; RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2001).

Avaliacgdo in vitro da toxicidade de 6leos essenciais da flora Latino-americana candidatos ao uso em cosméticos



13
REVISAO DE LITERATURA

Figura 5 - Inflorescéncia racemosa da Minthostachys setosa. Foto concedida pelo Prof. Dr.
Paulo Roberto Hrihorowitsch Moreno

O género aromatico Minthostachys possui arbustos escandentes, como as trepadeiras, ou
que necessitam de suporte para ganhar altura sdo encontrados na regido andina da América do Sul.
Sua elevada variabilidade morfoldgica foi responsavel pela dificuldade na classificacdo de suas
especies. Inicialmente em 1936, o pesquisador Carl Clawson Epling classificou o género
Minthostachys em 12 espécies, porém, no em 1963 0 mesmo sugeriu que as espécies fossem
classificadas em monotipico altamente variavel, designado Minthostachys mollis. Assim, durante
décadas a Minthostachys foi tratada como monotipico ou néo, resultando em pesquisas com falta de
comparacdo e reprodutibilidade entre as espécies botanicas. No ano de 2008, o pesquisador
Alexander N. Schmidt-Lebuhn publicou um estudo morfolégico com cerca de 1000 espécies,
seguindo o conceito semelhante ao inicialmente utilizado por Carl Clawson Epling em 1936, que
resultou no reconhecimento de 17 espécies do género Minthostachys (RAVEN, EVERT,
EICHHORN, 2001; SCHMIDT-LEBUHN, 2008).

Estudos etnobotanicos revelaram os diversos usos populares atribuidos as espécies da
Minthostachys. Por exemplo, a Minthostachys verticillata apresentou-se como carmativa, digestiva
e antiespasmodica. A Minthostachys mollis ou Minthostachys spicata apresentou efeitos
antimicoticos, antiparasitarios, indutores de menstruacéo, sedativo e contra infestacbes por pulgas,
diarréia, colicas, reumatismo e doengas respiratorias. Em sua maioria, estes efeitos sdo atribuidos a

presenga dos compostos majoritarios mentona, pulegona, carvacrol e carvona, que atuam como
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digestivos, carminativos, antiespasmaodicos, antittssigeno e antimicrobiano (SCHMIDT-LEBUHN,
2008; GUERRA et al., 2007; SORCE; LORENZI; RANALLI, 1997).

A espécie Minthostachys setosa (Briq.) Epling (Figura 5), popularmente conhecida como
Arosh Mund e Mund € espécie silvestre que cresce espontaneamente ao longo das estradas e
encostas em todo Andes. Suas folhas sédo usadas como condimento em alimentos e para proteger e
armazenar culturas, como as de batata, contra danos causados por pragas e insetos. Quando usadas
topicamente, possuem efeitos contra a sarna, micro-organismos e parasitas. Na medicina popular, o
ché preparado com suas folhas possui efeito digestivo, antidiarreico, vermifugo, antiespasmédica e
contra infeccdes respiratorias (SENATORE, 1998; HOLGUIN, 2005).

Com relacdo ao 6leo essencial da Minthostachys setosa, estudos indicaram a presenca dos
compostos majoritarios mentona, isomentona e pulegona. Num estudo para determinagdo da
concentracdo minima inibitoria (CMI), a pulegona apresentou concentracdes entre 0,008 e 0,016
mg/mL enquanto o 0leo essencial da Minthostachys setosa 0,004 e 0,028 mg/mL. Assim, sua
atividade bioldgica associada ao seu odor mentolado o torna alvo de interesse para aplicagdo em
formulagdes farmacéuticas e cosméticas (SENATORE, 1998; PINTO, 2010).

2.1.2 Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum

A espécie Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum pertence a familia Myrtaceae.
Presente em regides tropicais e subtropicais esta familia € uma das mais representativas e
importantes da flora brasileira, devido as suas propriedades medicinais. Quanto as suas
caracteristicas: sdo lenhosas; se apresentam na forma de arvores ou arbustos com flores geralmente
brancas (raramente rosa, avermelhado, ou arroxeadas) e actinomorfas, que podem ser divididas em
partes iguais; possuem folhas geralmente opostas, simples, com pontos translticidos que denotam a
presenca de grande nimero de cavidades secretoras de 6leos essenciais. Essa familia possui cerca de
130 géneros e 4000 espécies, sendo encontrados no Brasil 23 géneros e aproximadamente 1000
espécies que ainda ndo foram estudadas em sua totalidade (LANDRUM; KAWASAKI, 1997;
RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2001; PAULA et al., 2010).

Dentre os géneros desta familia destacam-se Myrciaria O. Berg, Eugenia L. e Psidium L.,
que possuem numerosas espécies frutiferas exploradas comercialmente para 0 consumo ou como
matéria-prima da industria alimenticia. Por exemplo, as espécies Myrciaria cauliflora (Mart.) O.

Berg, Eugenia uniflora L e Psidium guajava L que correspondem respectivamente a jabuticabeira,
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pitangueira e goiabeira. Essas espécies representam apenas uma pequena fracao do grande potencial
econdmico da familia Myrtaceae, tendo em vista o grande nimero de frutos comestiveis produzidos
por espécies ndo comerciais. No entanto, algumas espécies estdo extintas ou ameacadas de extincao,
como por exemplo, a Psidium luridum (Spreng.) Burret vulneravel de extingdo no estado de Séo
Paulo e a Campomanesia prosthecesepala Kiaersk provavelmente extinta no estado de Minas
Gerais, como divulgadas pela Fundagdo Biodiversitas, centro brasileiro de referéncia no
levantamento e aplicacdo do conhecimento cientifico para a conservacdo da diversidade biologica
(GRESSLER; P1ZO; MORELLATO, 2006; LANDRUM; KAWASAKI, 1997; BIODIVERSITAS,
20133, 2013b, 2013c).

Outro importante género da familia Myrtaceae é o da Pimenta que, possui 14 espécies no
Caribe e uma unica espécie no Brasil, a Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum (Figura 6)
com trés variedades: var. pseudocaryophyllus; var. fulvescens (DC.) Landrum; e var. hoehnei
(Burret) Landrum. Esta espécie é nativa do Brasil e endémica nas regides Sudestes e Sul do Brasil
sob o dominio fitogeografico da Mata Atlantica. Apresentam flores principalmente de dezembro a

outubro e os frutos podem amadurecer em quase todos os meses do ano. O odor picante é uma

caracteristica compartilhada entre outras espécies do género Pimenta, porém, possui sementes duras
diferentemente das outras espécies (LANDRUM, 1986; LANDRUM; KAWASAKI, 1997,
SOBRAL et al., 2010).

Figura 6 - Partes aéreas da Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes). (A) Quimiotipo Canénia. (B)
Quimiotipo Cataia. (B) Quimiotipo Morro Grande. Fotos concedidas pelo Prof. Dr. Paulo Roberto
Hrihorowitsch Moreno

A Pimenta pseudocaryophyllus é popularmente conhecida como pau-cravo, craveiro-do-

mato, louro-cravo ou cha-de-bugre. Suas folhas sdo utilizadas na culindria e na producédo de
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refrigerantes, cachaga e chas para tratamento da gripe ou como calmantes, reguladores da digestéo e
menstruacdo. Com relacdo ao seu Gleo essencial, Lima e colaboradores (2006) e Custddio e
colaboradores (2010) verificaram uma expressiva atividade antimicrobiana com o valor de CMI em
torno de 0,04 mg/mL. Dentre seus compostos majoritarios destacam-se os fenilpropanoides, metil-
eugenol e eugenol, utilizados como aromatizantes, fragrancia, antisséptico, analgésico e
antimicrobiano nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas (COSTA, 2000; PAULA et
al., 2008; FARIAS et al., 2009). Ainda, segundo o estudo de revisdo de Jaganathan e Supriyanto
(2012) sdo atribuidas ao eugenol as atividades bioldgicas como: antioxidante; antimutagénica;
antigenotdxica; anti-inflamatério; e anticancerigena, como indutora de apoptose no melanoma,

tumores da pele, osteossarcoma e leucemia.

2.1.3 Drimys brasiliensis Miers

A espécie Drimys brasiliensis pertence a familia Winteraceae que séo distribuidas em
ambientes florestais umidos do hemisfério sul. Correspondem a plantas lenhosas, com folhas
inteiras e flores terminais com diversas pétalas. A caracteristica desta familia é a auséncia de xilema,
responsavel pelo transporte de seiva bruta (solucéo aquosa de sais minerais) e pela funcédo mecénica
de sustentacdo. A espécie Drimys brasiliensis é a Unica dentre as angiospermas dicotiledéneas da
flora brasileira com auséncia dos elementos vasculares (FEILD; BRODRIBB; HOLBROOK, 2002;
ABREU, 2002; OLIVEIRA; AKISUE, 2009).

Com relacdo ao ndmero de géneros presentes na familia Winteraceae, Abreu (2002)
observou divergéncia entre 0os pesquisadores que citam a existéncia de sete ou seis géneros. Em
outros estudos realizados por Feild e colaboradores (2002) descrevem a existéncia de cinco géneros
da familia Winteraceae: Pseudowintera; Takhtajania; Tasmannia; Zygogynum; e Drimys. Esses
estdo distribuidos em florestas da Austrélia, Nova Guiné, Malasia, Filipinas, Nova Zelandia e
América do Sul. Em especial, o género Drimys apresenta cerca de seis espécies e sua distribuicdo
geografica contempla representantes no México, Filipinas, Tasmania, Chile, Argentina, Venezuela e
Brasil (FEILD; BRODRIBB; HOLBROOK, 2002; MARIOT, 2008).

Em territorio brasileiro, o género Drimys possui dominios fitogeograficos que
compreendem florestas da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Dentre as espécies
brasileiras deste género estdo a Drimys angustifolia, Drimys roraimensis e Drimys brasiliensis. Essa

ultima mostrada na Figura 7 tem distribuicdo geografica que compreende a regido sul, sudeste e 0s
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estados da Bahia e Distrito Federal, sendo popularmente conhecida como: cataia; copororoca-
picante; carne-de-anta; melambo; paratudo; pau-para-tudo; canela-amarga; pau-casca-de-anta;
cataeira; caa-tuya que em tupi-guarani significa arvore-para-velho; e casca d’anta ou casca-de-anta
(MELLO-SILVA, 2010; ABREU et al., 2005).

Figura 7 - Inflorescéncia da Drimys brasiliensis. Foto concedida pelo Prof. Dr. Paulo Roberto
Hrihorowitsch Moreno

O nome popular casca-d’anta esta relacionado ao uso das cascas da arvore da Drimys
brasiliensis pelas antas, da espéecie Tapirus americanos, quando estdo doentes. Historicamente, a
casca das espécies Drimys é também conhecida como “casca de Winter” em homenagem ao capitéo
e médico Winter, que em 1557 a utilizou casualmente na sua tripulacdo para o tratamento de uma
epidemia de escorbuto. Assim, 0 sucesso alcan¢ado com a eliminacdo da epidemia conferiu grande
fama ao produto, que passou a ser exportado em larga escala para a Europa. No decorrer dos anos,
verificou-se 0 uso desta casca pela populacdo como condimento culinario, devido as suas
caracteristicas aromaticas (ABREU, 2002; SIMONI, 2011; MARIOT, 2008).

O aroma caracteristico da espécie Drimys brasiliensis deve-se a rica presenca de 0Oleos
essenciais em suas folhas, flores, frutos e casca. Dentre 0s compostos majoritarios, destacam-se 0S
monoterpenos, sequisterpenos e fenilpropanoides responsaveis por potencias efeitos biologicos
incluindo as atividades, anti-inflamatoria, antialérgica, anti-hiperalgésica, antinociceptiva (ou
analgésica), antibacteriana, antifingica, anti-leishmaniose, anti-tripanossoma e letal para carrapatos

de gados e cachorros. Estudos etnoboténicos revelaram que a espécie é popularmente utilizada
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como estimulante, antiespasmaddica, antidiarreica, e contra hemorragia uterina. Indicados em
distdrbios do trato digestivo e como antitérmico sdo comercializados sob as formas de tintura e
elixir em formulagdes farmacéuticas (MALHEIROS et al., 2005; LIMBERGER et al., 2008;
MARIOT, 2008; RIBEIRO et al., 2008; SIMONI, 2011; LAGO et al., 2010; CORREA et al.,
2011).

O Oleo essencial da Drimys brasiliensis, assim como das plantas Pimenta
pseudocaryophyllus e Minthostachys setosa apresentam composicdo quimica que permitem efeitos
bioldgicos pertinentes ndo s6 para uso em medicamentos, mas também como candidatos a utilizagdo
em formulacbes cosméticas. Entretanto, antes de serem incorporadas em formulacGes, devem ser

testados ainda quanto aos outros efeitos e principalmente, quanto a sua seguranca.

2.2 Métodos alternativos de avaliagdo da seguranca e eficacia aplicados em cosméticos
Os produtos cosméticos “sao preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas,
de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos
genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou
protegé-los ou manté-los em bom estado”, de acordo com a RDC n° 211/2005 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA), 2005). Ressalta-se que, assim como 0s
produtos acabados os ingredientes cosméticos devem ser avaliados quanto a seguranca, por meio
dos ensaios de toxicidade (ANVISA, 2003).

Historicamente, o inicio da discussdo sobre o uso de animais em ensaios de toxicidade e
eficacia foi com a publicacdo do livro Principles of Human Experimental Technique em 1959,
seguida dos movimentos de protecdo aos animais. A partir deste episodio, fica estabelecido o
principio dos 3R’s - Refinement, Reduction e Replacement - que, possibilitou a unido dos
pesquisadores e defensores do bem-estar animal em torno de um objetivo comum: encontrar
alternativas cientificamente validas para os testes feitos em animais (RENAMA, 2013).

Representando o planejamento do ensaio in vivo, 0 Refinement ou Refinamento, promove
0 alivio ou minimizacdo da dor e o estresse dos animais; Reduction ou Reducéo responsavel pela
diminuicdo no nimero de animais utilizados para obter a mesma qualidade de informac6es dos

testes classicos in vivo; Replacement ou Substituicdo estabelece que, um determinado objetivo
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seja alcangcado sem o uso de animais vertebrados vivos (RUSSEL; BURCH, 2009). Baseado
nesse conceito surge o termo “métodos alternativos”.

Segundo o artigo 2 do Decreto n° 6.899/2009, métodos alternativos correspondem a
procedimentos validados e aceitos internacionalmente, os quais garantam resultados reprodutiveis
aos ensaios in vivo. A substituicdo pode ocorrer desde que sejam: a) eliminados animais, ou se
necessario em menor nimero, mas evitando ou diminuindo o seu desconforto; b) utilizados
espécies de ordens inferiores; c) utilizados sistemas organicos ex vivo (BRASIL, 2009).

O uso de métodos alternativos para a avaliacdo da eficicia e seguranca justifica-se
evidentemente, quando os resultados s&o equivalentes aos obtidos nos testes classicos in vivo. Visto
que, ha dificuldade no emprego de métodos substitutivos aos animais por ndo possuirem, muitas
vezes, sistemas complexos semelhantes ao ser humano. Desta forma, hé necessidade da aplicacéo
do conjunto de métodos alternativos cientificamente validados, cujos resultados devem apresentar
mesmos niveis de confiabilidade, em relagdo aos obtidos com os modelos em animais (ANVISA,
2003; EUROPEAN COSMETICS ASSOCIATION, 2007).

Quanto a avaliacdo da seguranca de produtos cosméticos no Brasil € responsabilidade do
fabricante, do importador ou do responsavel pela colocacéo do produto no mercado, o emprego de
recursos técnicos e cientificos capazes de reduzir possiveis danos aos usuarios, por meio dos
ensaios de toxicidade que séo realizados na fase de desenvolvimento ou no produto final, quando
ocorre a alteracdo de determinado componente da formulacdo. Em geral os cosméticos
apresentam inocuidade, pois os efeitos toxicos sdo potencialmente ausentes, fator este, refletido
pela baixa toxicidade dos ingredientes ou pela efetividade da pele em prevenir a absorcédo de
substancias exdgenas. Adicionalmente, os ingredientes devem ser incorporados na formulacéo
com niveis de concentracdo que apresentem uma margem de seguranca (ANVISA, 2003; PINTO;
KANEKO; PINTO, 2010).

A margem de seguranca (MS) é definida (Equacdo 1) como a relacdo entre a dose
experimental mais elevada (NOAEL - no observed adverse effect level) que ndo produz efeito
sistémico adverso, e a dose diaria absorvida a qual o consumidor pode ser exposto por via cutanea
(DS). Segundo World Health Organization (WHO), o valor da MS nédo deve ser menor que 100
(ANVISA, 2003; SCIENTIFIC COMMITTEE ON CONSUMER SAFETY (SCCS), 2010).

NOAEL
S =

DS Equacio (1)
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Os resultados da MS, calculados por meio de testes in vivo, sdo extrapolados ao nivel da
dose em humanos saudaveis e sensiveis (SCCS, 2010). Assim, o Guia de Avaliacdo de Seguranca
de Produtos Cosméticos recomenda a analise desse indice para ingredientes, além dos estudos
basicos de: absorcdo cuténea; toxicidade oral aguda; mutagenicidade; alergenicidade; irritacdo
priméria da pele e ocular. O Guia indica também estudos complementares de: toxicidade subaguda;
irritacdo por efeito acumulativo; teratogenicidade; carcinogenicidade; genotoxicidade; e toxicidade
reprodutiva. Destaca-se que, para produtos acabados sdo recomendadas as avaliagdes dos potencias
alergénicos e irritantes, por meio dos testes in vitro, in vivo e clinicos (ANVISA, 2003).

Os ensaios in vivo de toxicidade reprodutiva, de desenvolvimento e de doses repetidas
devem ser realizados, pois, ndo existem testes in vitro validados nem propostas relevantes de
pré-validacdo/validacdo (SCCS, 2010). Corroborando a essa circunstancia, 0 Guia de Avaliacdo
de Seguranca de Produtos Cosméticos considera tambem que, os testes in vivo devem ser
realizados somente quando ndo existam metodos alternativos validados que os substituam ou,
apos screening com métodos in vitro e/ou matematicos validos (ANVISA, 2003). A pena para
o descumprimento dessa condi¢éo, ainda que para fins didaticos ou cientificos, acarretara em
detencéo de trés meses a um ano e multa; caso ocorra morte do animal a pena é aumentada em
até um sexto de acordo com a Lei Federal n°® 9.605/1998 em seu artigo 32 (BRASIL, 1998).

Frente a esta preocupacao em zelar pela ética na utilizacdo de animais em pesquisa e ensino,
e sempre que possivel, a aplicacdo dos métodos alternativos, a Lei Federal n° 11.794/2008
estabeleceu procedimentos e critérios para utilizacdo de animais. Conhecida como “Lei Arouca” em
homenagem ao seu idealizador, o sanitarista e deputado Sérgio Arouca, esta Lei foi sancionada ap6s
13 anos de tramitacdo no Congresso Nacional (BRASIL, 2008).

Ressalta-se que a Lei Arouca gera polémica em vertentes da comunidade cientifica e
sociedades protetoras dos animais, que classificam o artigo 1 desta Lei como retrogrado, por
permitir 0 uso de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica. Convergindo aos
interesses econdmicos das instituicbes que utilizam animais em pesquisas, além das industrias
medica, cosmética e farmacéutica. Facilitando desta forma, a vinda de industrias internacionais ao
territorio brasileiro por aqui encontrarem leis menos proibitivas a experimentacdo animal, quando
comparadas as leis internacionais, principalmente as europeias.

Contrariamente a essas manifestacbes o Ministério da Ciéncia e Tecnologia e Inovagdo
(MCTI) afirma que as leis, decretos e portarias atuais zelam pela ética na experimentacdo animal.

Como por exemplo, a criacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
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(CONCEA), descrito no artigo 4 da Lei Arouca e regulamentada pelo Decreto n° 6.899/20009,
além da criacdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) por meio da Portaria
MCTI n° 491/2012 (BRASIL, 2012).

O credenciamento das instituiches que utilizem animais em seus trabalhos &
responsabilidade do CONCEA assim como, elaborar normas brasileiras de criagdo e uso de animais
de laboratério, monitorar e avaliar a introducdo de técnicas alternativas que substituam o uso de
animais no ensino e na experimentacdo (BRASIL, 2009). Dentro deste contexto a RENAMA, por
meio de uma rede de laboratérios associados tem por objetivos: estimular a aplicacdo de ensaios
alternativos ao uso de animais; incentivar e monitorar a implantagdo do sistema de qualidade
laboratorial; promover o desenvolvimento, a certificacdo e a validacdo de novos métodos
alternativos ao uso de animais (BRASIL, 2012).

O processo de validagcdo dos métodos alternativos propostos e/ou desenvolvidos pela
RENAMA ocorrera no ambito do Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos
(BraCVAM), como descrito no artigo 4 da Portaria MCTI n° 491/2012 (BRASIL, 2012).

Ressalta-se que 0s metodos alternativos validados e os principios de boas praticas de
laboratorio, sdo pautados em metodologias preconizadas pela Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD). Atualmente com sede na Franca, a OECD é uma organizacéo
intergovernamental responsavel por coordenar e harmonizar as politicas, discutir questdes de
interesse  matuo, e trabalhar em conjunto para responder aos problemas internacionais
(ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT (OECD) 34,
2005). Destaca-se que, a organizacao iniciou em 1960 com apenas vinte paises desenvolvidos da
Europa e América do Norte, que assinaram a Convention on the Organisation for Economic Co-
operation and Development. Desde entdo, mais 14 paises dos demais continentes se tornaram
membros da organizacdo (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT (OECD), 2013).

A contribuicao de diversos paises para diminuir 0 uso e o sofrimento de animais em ensaios
bioldgicos segue em aumento crescente. Em 1984, o Governo Britanico concedeu fundos para o
desenvolvimento de métodos alternativos ao Fund for Replacement of Animal Medical Experiments
(FRAME) que, desde 1983, edita uma revista internacional intitulada Alternatives to Laboratory
Animals (ATLA). Em 1994, foi inaugurado o European Committee for Validation of Alternative
Methods (ECVAM), instituicdo da Comissdo Europeia encarregada de promover e validar técnicas

e métodos destinados a substituicdo dos ensaios em animais. Algumas instituicdes, como Cosmetic,
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Toiletries and Frangrance Association (CTFA), Interagency Regulatory Alternatives Group
(IRAG), Food and Drug Administration (FDA), European Cosmetics Association (COLIPA),
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM),
International Cooperation on Alternative Methods (ICATM), Alternatives to Animal Testing da
John Hopkins University e Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical
(REACH) sdo referéncias para acelerar a padronizacéo e a harmonizacdo de métodos alternativos
(ANVISA, 2003; OECD 34, 2005; OECD, 2013; FUND FOR REPLACEMENT OF ANIMAL
MEDICAL EXPERIMENTS, 2013).

Como marco regulatério dos métodos alternativos, destaca-se a 7" Amendment to the
Cosmetics Directive 2003/15/EC que, proibe o uso de animais a partir do ano de 2013 em testes
para ingredientes e/ou produtos cosméticos. A Diretiva assegurava, portanto, a circulacdo na
Comunidade Europeia de produtos cosméticos livres de experimentacdo animal, e com seguranca
garantida aos consumidores (EC, 2003).

Considerando a importancia dos produtos e ingredientes brasileiros no mercado europeu de
cosméticos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda o uso de métodos
alternativos validados, tais como: Permeacdo e Retencdo Cutanea, OECD 428; Irritacdo cutanea,
OECD 439; Irritacdo ocular vascularizacdo (Het-Cam — ndo validado pela OECD, porém validado
pela ICCVAM); Irritacdo ocular opacidade/permeabilidade, OECD 437 e OECD 438;
Corrosividade cutanea , OECD 430 e OECD 431; Fototoxicidade (OECD 432); Citotoxicidade
(OECD/GD 129, 2010). Adicionalmente, o Teste do Micronucleo in vitro (OECD 487) é
recomendado pela agéncia para complementar as informacfes toxicologicas dos ingredientes
cosméticos (ANVISA, 2003; RENAMA, 2013; NON-ANIMAL METHODS FOR TOXICITY
TESTING, 2013; ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT (OECD), 2013a, 2013b).

A quantidade de estudos realizados em ingredientes cosméticos podera contribuir para a
formacdo de um banco de dados toxicoldgico, refletindo garantia de seguranca ao consumidor.
Assim, este banco de dados atuaria de forma incisiva, ao evitar a duplicacdo desnecessaria de
trabalho com animais. Dentre estas informac6es, os métodos alternativos seriam favorecidos com o
uso de: recursos matematicos e de informatica, estudos sobre matérias-primas, técnicas fisico-
quimicas, culturas de 6rgdos, de tecidos e de células (ANVISA, 2003; SCCS, 2010).
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2.2.1 Cultura de linhagens celulares eucariontes

O uso da cultura de células eucariontes como um modelo da funcéo fisiologica in vivo
frequentemente é criticado, pois, essas podem sofrer alteracbes devido as influéncias de
microambiente in vitro. Dentre essas influéncias, destacam-se: a natureza da superficie em que as
células crescem; o grau de contato entre as células; a composicdo do meio de cultura; a
concentragdo de gases, didxido de carbono e/ou oxigénio; e a temperatura de incubacdo. Entretanto,
permite a investigacdo de uma Unica varidvel de forma precisa, desde que se utilizem sistemas
controlados, livre de interferéncias externas, e somados ao conhecimento da morfologia e do
metabolismo da célula eucarionte (MARTINS; BOAVENTURA; LIMA, 2005; FRESHNEY,
2010).

2.2.1.1 Células eucariontes

Consideradas como as principais unidades da vida, as células sdo classificadas em
procariontes e eucariontes. Diferentemente das células procariontes, as eucariontes, encontradas em
organismos multicelulares complexos, apresentam no citoplasma organelas (Figura 8A) envolvidas
por membranas interna, com excecdao do citosol (Figura 8B). As organelas estdo presentes na
maioria das células e s@o responsaveis pelo crescimento e metabolismo celular. Dentre elas as
principais sdo: 0S peroxissomos, pequenas vesiculas que geram e degradam o peroxido de
hidrogénio; o aparelho (ou complexo) de Golgi, responsavel pelo transporte e maturagdo de
vesiculas da via secretora; reticulo endoplasmético liso e o rugoso sintetizam lipidios e
glicoproteinas; as vesiculas, responsaveis pela endocitose e exocitose de substancias; o nicleo
celular, que armazena o &cido dioxirribonucleico (DNA, deoxyribonucleic acid), é envolvido por
duas membranas que formam o envelope nuclear; os lisossomos, que sdo sacos membranosos de
enzimas hidroliticas, conduzem a digestéo intracelular; e a mitocondria (ALBERTS et al., 2011,
LODISH et al., 2002; LEE et al., 2004).
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Figura 8 - (A) principais organelas envolvidas por membranas internas: peroxissomo; aparelho
de Golgi; reticulo endoplasmatico; vesicula; envelope nuclear; lisossomos e mitocondrias na
célula eucarionte. (B) localizacdo do citosol, marcado em azul, sendo delimitado pela
membrana plasmatica. Fonte: ALBERTS et al., 2011

Vesicula

As mitocondrias responsaveis pela respiracdo celular, ou seja, produgdo de ATP
(adenosina trifosfato) derivada da oxidacdo de acUcares e acidos graxos, contém seu proprio
DNA, acido ribonucleico (RNA ribonucleic acid) e ribossomos que permitem a sua auto-
reproducdo e sintese de proteinas. S80 organizadas em quatro compartimentos independentes,
sendo esses: a matriz mitocondrial, responsavel pelo ciclo do acido citrico, oxidagédo do piruvato e
do &cido graxo; a membrana externa que contém as porinas, proteinas responsaveis pela formacéo
de canais; 0 espago intermembranas, que possui varias enzimas que utilizam o ATP proveniente
da matriz mitocondrial; e a membrana interna, que possui proteinas as quais conduzem reacoes de
oxidacdo da cadeia de transporte de elétrons (ALBERTS et al., 2011).

Dentre 0s mecanismos de transporte de elétrons das mitocondrias, o complexo
citocromo-oxidase atua ao final da cadeia respiratoria transferindo elétrons para a molécula de
oxigénio, gerando agua. Ressalta-se que, o oxigénio possui alta afinidade por elétrons e uma vez
que o adquira, ele forma o radical superoxido (O,¢) que pode causar danos e/ou morte celular.
Frente a essa problematica, o complexo citocromo-oxidase tem como principal funcdo se ligar
covalentemente a molécula de oxigénio até que, os elétrons necessarios para converté-lo em
moléculas de &gua estejam disponiveis, evitando assim, o ataque dos radicais superoxidos ao
DNA, as proteinas e membranas celulares (ALBERTS et al., 2011; VUKOTIC et al., 2012).

As membranas celulares, barreiras altamente seletivas, sdo divididas em membrana
plasméatica e membrana interna que atuam respectivamente, como delimitadoras da célula e de
organelas. Independente da sua localizacdo, todas as membranas sdo compostas por proteinas

especificas e uma bicamada lipidica. Conceitualmente, os lipidios possuem caracteristicas
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anfipaticas, ou seja, hidrofilicas e hidrofobicas, e dentre as principais classes dos lipidios de
membrana destacam-se: os fosfolipideos, os glicolipideos e os esterdis. As proteinas especificas de
membrana constituem cerca de 50 % da massa das membranas plasmaticas, sendo classificadas
conforme a sua funcdo, tais como: as receptoras, que recebem sinais quimicos extracelulares e 0s
transportam para o interior da célula; as ancoras, responsaveis pela ancoragem de macromoléculas;
as enzimas, que catalisam reacGes especificas; e as transportadoras, que permitem a passagem de
nutrientes, metabdlitos e ions através da membrana (ALBERTS et al., 2011; DOHERTY;
McMAHON, 2008).

Associada a membrana plasmatica, as juncdes celulares permitem a conexdo entre duas
células epiteliais, formando o tecido epitelial. Denominados como epitélio estratificado, encontrado
na pele, ou como epitélio simples, que reveste o intestino, possuem respectivamente muitas células
de espessura ou apenas uma camada de células. Quanto a morfologia, sdo formados pela superficie
apical, exposta ao ar ou a liquidos aquosos, e a superficie basal que é sustentada pela lamina basal,
uma camada fina e resistente. Essa sustentacdo ocorre por meio das jungdes intercelulares, em
especial os hemidesmossomos que ancoram as células na lamina basal. Outras junc¢des celulares
merecem destaque, dentre elas: as juncbes do tipo fenda (ou gap) que permitem a passagem de
pequenas moléculas para o citosol; e os demosssomos, juncdes aderentes e ocludentes responsaveis
pela vedacéo entre as células sdo formadas por caderinas, proteinas dependentes de calcio (Ca®*) e
mediadoras na adesao célula-célula (FRESHNEY, 2010; ALBERTS et al., 2011).

Adicionalmente, a interagdo entre as células e a alteracdo da forma das membranas ocorre
devido a interface entre a membrana celular e o citoesqueleto. Com as funcdes de motilidade e de
sustentacdo celular, o citoesqueleto é constituido por microtabulos, filamentos de actina (ou
microfilamentos) e filamentos intermediarios. Considerados resistentes, porém flexiveis, os
filamentos intermediarios revestem a membrana nuclear. Os filamentos de actina revestem
internamente a membrana plasmatica, tornando-os responsaveis pela forma e movimento celular.
Formadores de cilios e flagelos, os microtibulos sdo responsaveis pela organizacéo celular, pois,
juntamente com o centrossomo, formam sistemas de vias dentro da célula onde as organelas e
outros componentes celulares sdo transportados durante a divisdo celular (LODISH et al., 2002;
ALBERTS et al., 2011; DOHERTY; McMAHON, 2008).

Diferentemente das células germinativas que, durante a duplicacdo do seu contetdo
genético e divisao celular sofrem meiose para a formacdo dos gametas, as células somaticas tem

uma sequéncia de fases do ciclo celular, a mitose e a interfase. Com excecéo da fase G (G de gap,
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intervalo) que corresponde a dorméncia no crescimento celular, a interfase (Figura 9 e Figura 10A)
é um periodo de intenso metabolismo celular que antecede a mitose, sendo dividida em: fase Gy,
onde ocorre ativacdo metabdlica e os cromossomos, em nimero diploide (2n) nos seres vertebrados,
sdo descondensados; fase S, (S de sintese), responsavel pela replicagdo do DNA e do centrossomo;
fase G, que ocorre o crescimento celular e a sintese de proteinas responsaveis pela fase mit6tica
(ALBERTS et al., 2011; ALMEIDA, 2005).

Centrossomo duplicado

Microtabulos

Citosol

Envelope
nuclear

Cromossomos
descondensados

Membrana no nucleo

plasmatica

Figura 9 — Interfase do ciclo celular, quando a célula aumenta de tamanho, 0s cromossomos
sdo descondensados e os centrossomos e 0 DNA sdo duplicados. Fonte: ALBERTS et al.,
2011

A mitose, ou fase M, consiste no mecanismo da divisdo igualitaria do genoma, que
contém a informacao genética total da célula. Para concluir a divisdo é necessaria a formacao de
uma estrutura temporéria de eventos, durante a distribuicdo do material genético. Como parte
desses eventos da mitose, destacam-se 0s subestagios (Figura 10): profase (Figura 10B), onde
ocorre a condensacdo dos cromossomos replicados; pro-metafase (Figura 10C), que inicia o
rompimento do envelope nuclear; metafase e anafase (Figura 10D e Figura 10E) sdo
responsaveis respectivamente, pela ordenacdo dos cromossomos e 0 movimento de cada
cromatide para os lados opostos da célula; telofase (Figura 10E), em que ocorre a formacéo de
novo envelope nuclear em torno dos cromossomos, resultando em dois ndcleos; citocinese
(Figura 10F), o citoplasma é divido em dois por um anel contractil de actina e miosina, dando
origem a duas células-filhas, cada uma com um ndcleo (ALMEIDA, 2005; ALBERTS et al.,
2011; BURKE; ELLENBERG, 2002; LODISH et al., 2002).
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Figura 10 - Fotomicrografia de imunofluorescéncia do ciclo celular de células renais normais de
rato. Os cromossomos foram corados em azul, os microtdbulos em vermelho e o envelope
nuclear (EN) em verde. (A) interfase, presenca de um suave aro nuclear; (B) préfase, com
invaginacBes do EN e condensacdo dos cromossomos; (C) pro-metéfase, o envelope nuclear é
fragmentado; (D) metafase, em que ocorre o alinhamento dos cromossomos e dispersdo do EN; (E)
anéfase e tel6fase, ocorrem segregacdo dos cromossomos e formacdo do novo EN; (F) citocinese,
com maturacao das células-filhas. Fonte: BURKE; ELLENBERG, 2002, adaptada pela autora

O ciclo celular tem a duracdo de 10 a 20 horas, dependendo do desenvolvimento e do tipo
de célula. Nesse periodo, um grupo de proteinas-cinases, sinais extracelulares e programas
intracelulares, sdo responsaveis por controlar a sobrevivéncia, crescimento e proliferacao celular.
Todos esses processos celulares e seu entendimento sdo ferramentas importantes que, contribuem na
aplicacdo de metodologias quando da utilizacdo em culturas de células (ALMEIDA et al., 2005;
ALBERTS et al., 2011).
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2.2.1.2 Cultura de linhagens celulares eucariontes

O uso da cultura de células foi apresentado a comunidade cientifica em 1907, pela
publicacéo intitulada Observations on the Living Developing Nerve Fiber, de autoria do biologista e
anatomista Ross Granvielle Harrison, da Johns Hopkins University. Nesse estudo, Harrison emergiu
0 tubo medular de um embrido de sapo em frasco, que continha a linfa fresca deste anfibio, e
posteriormente o tampou e selou com parafina. Apds alguns dias, visualizou ao microscépio a
proliferacdo de células nervosas oriundas do tubo medular. Pela primeira vez, foi comprovado que o
uso de condigBes assépticas permitia o cultivo de tecidos por algumas semanas. A partir desse
marco, houve um aumento nos interesses em pesquisas na arte da cultura de células por renomados
cientistas (NICHOLAS, 1961; CURI; MARTINS, 2005).

Na década de 1950, o cientista George Otto Gey da University of Pittsburgh, descobriu que
as celulas cancerosas em cultura, diferentemente das células normais, se multiplicavam
indefinidamente desde que, houvesse espaco e uma fonte inesgotavel de alimento. A célula
protagonista desta descoberta foi denominada HelLa, em homenagem a doadora Henrietta Lacks.
Essas células, obtidas a partir de células do tumor cervical da doadora, foram mantidas em meio de
cultura que simulava as condi¢6es de um corpo vivo. Assim, iniciou-se a era aurea de cultura celular
permitindo o grande desenvolvimento em pesquisas e envolvendo o milionario mercado das
industrias farmacéuticas. Dentre as contribuicfes relevantes dessa era estdo: o aprimoramento de
técnicas de manipulacdo assépticas; o desenvolvimento de equipamentos e materiais especificos,
como o frasco de cultivo ideal; o uso de uma matriz de colageno nas culturas de células; e outras
ferramentas (SKLOOT, 2011; FRESHNEY, 2010, MASTERS, 2002).

O conjunto dessas ferramentas permitiram avancos em pesquisas de imunologia que
propiciaram o conhecimento da imunossupresséo e métodos para destruir as células malignas sem
afetar as células normais; importantes no tratamento de rejeicdo ao transplante e do cancer,
respectivamente. O desenvolvimento da técnica de hibridizagdo in situ fluorescente (Fluorescence
In Situ Hybridization, FISH) que revelou informac6es detalhadas sobre 0 DNA, por Christopher
Lengauer. A discussdo sobre a bioética envolvida na captacéo, pesquisa e lucros envolvendo tecidos
humanos (SKLOOT, 2011; MASTERS, 2002).

Apesar da grande evolugdo das pesquisas baseadas em cultura celular, ocorreram fatos que
colocaram em risco o uso desta técnica. Na época, George Otto Gey, determinado a disseminar suas
descobertas, doou amostras de Hela para pesquisadores de diversos paises, que as manipularam

indiscriminadamente sem condi¢des assépticas adequadas em seus laboratorios. Como
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consequéncia desastrosa a estes fatos, diferentes linhagens celulares foram contaminadas por cepas
de HelLa, ocorrendo assim, o maior escindalo envolvendo estas células. Em meio a essa
efervescéncia, nos anos 1960 cientistas recomendaram que o National Institutes of Health (NIH)
criasse um banco central de células eucariontes referéncia, as quais deveriam ser testadas,
catalogadas e armazenadas. Consequentemente, as células deveriam ser obtidas de culturas celulares
submetidas a procedimentos adequados de assepsia e técnicas modernas de esterilizacdo (SKLOOT,
2011).

Atendendo a estas condicBes, a American Type Culture Collection (ATCC®) criou o
primeiro banco de linhagens de células eucariontes, pois a entidade distribuia e monitorava a
pureza de bactérias, fungos e virus, desde 1925. Posteriormente, em diversos paises foram criados
outros bancos de linhagens celulares, tais como: NIH Stem Cell Unit, nos Estados Unidos; Cell
Line Data Base (CLDB) e Interlab Cell Line Collection (ICLC) na Italia; European Collection of
Cell Culture (ECACC) e United Kingdom National Culture Collection (UKNCC) no Reino
Unido; German Collection of Microorganisms and Cell Cultures na Alemanha; Japanese Tissue
Culture Association (JTCA), Riken Bioresource Center e Japanese Collection of Research
Bioresources (JCRB) no Japao; e The National Laboratory for the Genetics of Israeli Populations
em Israel (SKLOOT, 2011; MARTINS, 2005; FRESHNEY, 2010).

A credibilidade desses bancos de células aumentou com o mapeamento genético celular
que, por meio de novas tecnologias garantem a auséncia de contaminacgao cruzada por outros tipos
celulares. Paralelamente, 0 uso e identificacdo dos fatores de crescimento proteicos, permitiram a
replicacdo de tipos celulares especificos, utilizados em ensaios in vitro validados. Por conseguinte,
para que haja reprodutibilidade, na maioria destes ensaios sdo utilizadas células provenientes de
culturas estabelecidas, denominadas linhagens celulares (LODISH et al., 2002; FRESHNEY, 2010).

Com relacdo a proliferacdo, as linhagens celulares sdo classificadas como aderentes e ndo
aderentes (ou em suspensao) que correspondem respectivamente, a necessidade e ndo de fixacdo
celular, por meio das juncdes celulares, a base dos frascos de cultura (constituidos por vidros ou
plasticos tratados com ions e colagenos ou fibronectinas). As células podem derivar de culturas
primarias e de linhagens permanentes. As culturas primarias sao chamadas de culturas finitas,
provenientes de células normais isoladas de tecidos e possuem tempo limitado de vida. As linhagens
permanentes sdo denominadas imortais ou transformadas, pois, tém a capacidade ilimitada de

crescimento em cultura, sendo obtidas a partir de células tumorais e células normais, que sofreram
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transformagdes espontaneas ou induzidas por transfecgdo e/ou por tratamentos com substancias
carcinogénicas (MARTINS; BOAVENTURA; LIMA, 2005; FRESHNEY, 2010).

Adicionalmente, a caracterizacdo das linhagens celulares pode ser representada por trés
fases (Figura 11) segundo Hayflick e Moorhead (1961). A fase | inicia com a cultura primaria e
termina com a formacdo de uma camada confluente de células. Apds o descolamento celular é
realizado o primeiro subcultivo (ou repique) que, corresponde a primeira passagem celular (P1).
Ressalta-se que, no descolamento celular é necessario o uso de proteases e agentes quelantes, como
por exemplo, uma solucéo de tripsina / EDTA (ethylene diamine tetracetic acid) responsavel pela
desagregacdo da matriz extracelular e pelo desarranjo dos dominios extracelulares das proteinas
transportadoras de membrana. Na fase Il ha um intenso crescimento celular e sdo realizados
diversos subcultivos. Se houverem alteragdes intencionais ou esponténeas na atividade proliferativa
das celulas, elas se tornam linhagens permanentes; caso ndo ocorram essas alteracfes séo
denominadas linhagens finitas. Finalmente na fase 111, as células que ndo se adaptarem aos intensos
repiques ou ndo sofrerem estas alteracOes, tornam-se senescentes e morrem (HAYFLICK;
MOORHEAD, 1961; MARTINS; BOAVENTURA,; LIMA, 2005; FRESHNEY, 2010).

SUBCULTIVO

0 10 20 30 40 50
’l
//\ Linhagem Celular
- o~
Alteracdes /’
celulares 4

FASE Il

FASE 1
(Cultura
Primaria)

Proliferagao celular

Legenda: Fase I: corresponde a cultura primaria e termina com a primeira confluéncia celular. Fase Il
caracterizada pelo intenso crescimento celular e diverso subcultivos. *Alteracfes celulares, espontaneas ou
intencionais, podem ocorrer em qualquer momento da fase 11 dando origem as linhagens permanentes, caso ndo
ocorram essas alteragOes, ha a formacdo das linhagens finitas. Fase Il1: corresponde as células que entram em
senescéncia seguida de morte.

Figura 11 - Diagrama de evolucdo de uma linhagem celular, representada pela proliferacéo
celular e a realizacdo de subcultivos ao decorrer do tempo. Fontes: HAYFLICK;
MOORHEAD, 1961; MARTINS; BOAVENTURA; LIMA, 2005, adaptada pela autora
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O perfil da curva de crescimento de células de linhagens finita é dividido em quatro fases:
lag, que corresponde ao periodo de adaptacdo celular e intensa atividade metabdlica; logaritmica
(log), que corresponde ao periodo de maxima multiplicacdo celular; estacionaria (ou plateau), em
que o numero de células mortas é equivalente ao nimero de células novas; e declinio (ou morte
celular), caracterizada pela relevante aumento de células mortas frente as células vivas. Em
linhagem celular permanente (Figura 12) estdo presentes apenas as fases lag, log e estacionaria do
crescimento celular, visto que, as células proliferaram indefinidamente (ALMEIDA,;
BOAVENTURA, 2005).

Plateau
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Legenda: Lag: corresponde a fase de adaptacdo celular. Log: é a fase de crescimento celular exponencial.
Plateau (ou estaciondria), o nimero de células mortas é equivalente ao nimero de células novas.

Figura 12 - Curva de crescimento e manutencdo de uma linhagem permanente, representada
pela concentracdo de células (células/mL) em fungdo do tempo (dias de subcultura) para serem
realizadas as subculturas. Fonte: FRESHNEY, 2010, adaptada pela autora

E importante destacar que a capacidade de proliferacio é pré-requisito essencial para que as
células ndo diferenciadas permanecam em cultura. Porém, alteracdes espontaneas no fenétipo destas
células resultam em diferenciacdo celular. Assim, com o objetivo de manter as caracteristicas das
células e a reprodutibilidade dos resultados experimentais, faz-se necessario o controle do nimero
de passagens da cultura. A espécie celular, a variacéo clonal, e as condi¢des de cultura, contribuem

para a reprodutibilidade das linhagens finitas, cuja expectativa de vida € limitada em cerca de 20 a
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80 passagens, antes da senescéncia. Entretanto, hé particularidades como o limite de passagem da
linhagem celular BALB/3T3 clone A31 que deve ser limitada até a P18, para evitar alteracdes
fenotipicas e genotipicas que podem ocorrer com o envelhecimento das culturas. Diferentemente, as
linhagens permanentes ndo se tornam senescentes, desta forma, o numero de passagens é
contabilizado a partir do ultimo descongelamento celular (MARTINS; BOAVENTURA; LIMA,
2005; FRESHNEY, 2010; ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT (OECD/GD 129), 2010).

A nomenclatura de uma nova linhagem celular é realizada por meio de codigos, como por
exemplo, NHB- que se refere a estirpe de células obtidas do cérebro humano normal (ou do inglés
normal human brain). Caso tenham-se obtido Vvérias linhagens destas células é adicionado um
namero a esta fonte (NHB1, NHB2, etc.) e se clonadas, deve seguir o nimero de clones (NHB2-1,
NHB2-2, etc.). Adicionalmente, recebem uma nova designacao contendo o nimero de manutencdo
e adesdo ao banco de células ao qual é feito o depdsito celular. No entanto, tém-se ocorrido
problemas com algumas nomenclaturas, mesmo com este rigido controle na designacéo
preconizado por renomados institutos internacionais, tais como The Wistar Institute, National
Cancer Institute e Sloan-Kettering Institute. Por exemplo, a designacdo 3T3 que identifica o tipo de
manutencao, confluéncia celular de 3 x 10° células por 5 cm da placa de Petri a cada 3 dias, resultou
em varias linhas celulares denominadas 3T3, 3T3-Swiss, NIH/3T3 e BALB/3T3, considerada a
mais popular. No entanto, a sequéncia da nomenclatura aplicada as derivacéo de células clonadas,
permitiram a exclusividade dos nomes nestas linhagens celulares, tais como 3T3-L1 e BALB/3T3
clone A31 (FRESHNEY, 2010).

Derivada de fibroblastos de embrides de ratos da espécie Mus Musculus, a linhagem celular
BALB/3T3 clone A31 (Figura 13) foi desenvolvida por Aaronson e Todaro em 1968 e, neste

mesmo ano foi depositada por Aaronson na ATCC® sob o niimero CCL-163™

. Com relacdo as
suas caracteristicas especificas: ndo sao tumorgénicas; crescem aderentes ao frasco de cultura a uma
diluicdo elevada; apresentam uma densidade de saturacéo baixa; sdo sensiveis a inibi¢do por contato
durante a divisdo celular; e sdo altamente susceptiveis as alteracbes em cultura pelo DNA
oncogénico dos virus de sarcoma murinho e SV40. O meio de cultura base para esta estas células é
0 Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com a adicdo de 10 % (v/v) de Bovine Calf
Serum (BCF), atualmente comercializado pela Gibco® como Donnor Bovine Serum (DBS)
(TODARO e AARONSON, 1969; AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC),

2013a).
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Fonte: ATCC, 2013a

A linhagem de células normais CHO-K1 (Figura 14), cujo niimero ATCC® corresponde a
CCL-61™, sdo obtidas a partir da biépsia do ovario de hamster chinés adulto, pertencem & espécie
Cricetulus griseus (PUCK et al., 1958). Os meios de cultura base para estas células sdo 0 Kaighn's
Modification of Ham’s F-12 Medium (F-12K) e Roswell Park Memorial Institute medium 1640
(RPMI-1640), sendo ambos suplementados com 10 % (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB)
(AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC), 2013b; RODAS et al., 2008).

Figura 14 - Fotomicrografia da linhagem celular CHO-K1 em alta densidade. Fonte: ATCC,
2013b

Obtidas a partir da pele de embrido humano abortado na 122 semana de gestacéo, a linhagem
de fibroblastos WS1 (Figura 15) corresponde & designacio ATCC® CRL-1502™ (CORFIELD;
HAY, 1978) Classificadas como aderentes o meio de cultura recomendado é o Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM) ou RPMI-1640, sendo ambos suplementados com 10 % (v/v) de SBF
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ou Bovine Calf Serum (BCS) ou SFB (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC),
2013c; MARSDEN; BALLERMANN, 1990).

i S LY\ R
Figura 15 - Fotomicrografia da linhagem celular CRL-1502 em alta densidade. A imagem foi obtida

ao microscopio 6ptico (Nikon TS-100), no aumento de 10x da objetiva

‘1

2.3 Avaliacao da Toxicidade in vitro
Toxicidade corresponde a capacidade de determinadas substancias causarem danos aos seres
vivos. Essas sdo classificada segundo o tempo de resposta como aguda, sub-crénica e cronica; ou
conforme a severidade como leve, moderada e severa. As avaliages de toxicidade abrangem
ensaios efetuados nas matérias-primas, formulagdes em desenvolvimento e produtos acabados, aos
quais sdo aplicados testes in vivo e/ou in vitro. Com relacdo aos ensaios in vitro, avaliagdo em
sistemas de cultura celular, como a citotoxicidade, assume grande importancia, por serem sensiveis,

reprodutiveis, faceis de gerenciar e envolverem menor custo (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

2.3.1 Teste de citotoxicidade

Por definicdo, citotoxicidade corresponde aos efeitos adversos resultantes da interferéncia
NOS Processos essenciais para a sobrevivéncia, proliferacdo e funcéo celular. Estes efeitos podem
envolver a integridade da membrana e do citoesqueleto; alteracdes no metabolismo, na sintese e
na degradacdo ou mesmo na liberacdo de constituintes celulares ou produtos, na regulacdo de
jons, e na divisdo celular (OECD/GD 129, 2010).

Os efeitos descritos tém como consequéncia, alteragdes nas fungdes basais das células - ou
seja, através da mitocondria, a integridade da membrana plasmatica, etc. - que pode levar a

mudangas sobre as funcdes especificas do orgéo ou a morte do organismo (OECD/GD 129, 2010).

Avaliacgdo in vitro da toxicidade de 6leos essenciais da flora Latino-americana candidatos ao uso em cosméticos



35
REVISAO DE LITERATURA

Dentre as causas de morte celular, Kroemer e colaboradores (2009) citam: necrose; apoptose;
autofagia; citostase; e cornificagdo que corresponde as células diferenciadas terminalmente.

Além da morte celular, a avaliacdo da citotoxicidade pode se pautar em alteracbes
fenotipicas e regeneracdo celular, quando exposta a um procedimento traumatico. O potencial
regenerador das células é avaliado pelo crescimento celular e medido por meio de ensaios que
avaliem sua atividade metabodlica, viabilidade e tamanho celular. Relacionada com a
proliferacdo ou a sobrevivéncia da célula, a viabilidade celular corresponde a uma resposta
imediata ou em curto prazo, como a perturbacdo de uma via metabdlica especifica ou 0 aumento
da permeabilidade da membrana (FRESHNEY, 2010).

A ruptura da integridade da membrana é avaliada por meio de efeitos imediatos que ndo
preveem a posterior sobrevivéncia das células. Estes efeitos sdo determinados pela entrada de uma
substancia impermeavel como, por exemplo, o corante de células mortas Trypan Blue, ou a
liberacdo de um corante adquirido e retido por células vivas, o Neutral Red (FRESHNEY, 2010).

O mecanismo de acéo do Neutral Red (NR) consiste na capacidade das células viaveis em
se ligar a esse corante vital. O NR é um corante catidnico fraco (Figura 16), que facilmente se
difunde através da membrana celular e se liga eletrostaticamente a matriz aniénica lisossomal. Os
agentes toxicos podem alterar a superficie da célula ou da membrana lisossomal, provocando efeitos
que gradualmente se tornam irreversiveis e resultam em morte ou inibi¢do do crescimento celular.
Uma vez que a coloracdo do NR ¢é diretamente proporcional ao nimero de células vivas, apos a
exposicdo a amostra teste, a avaliagdo da citotoxicidade é dependente das leituras da absorbancia do
corante na espectrofotometria (BORENFREUND; PUERNER, 1985).

HN N SOt
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Figura 16 - Estrutura quimica do corante vital Neutral Red (NR). Fonte: SIGMA-ALDRICH,
2013a

Adicionalmente, como resposta a perturbacéo de uma via metabdlica, os sais de tetrazélio,
componentes ativos dos corantes vitais MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide), XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide), MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) e
WST-1 (5-(2,4-disulfophenyl)-2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-2H-tetrazolium) (Figura 17) séo
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reduzidos a formazana pelo complexo proteico citocromo-oxidase nas mitocondrias de células
viaveis. As propriedades bioldgicas desses sais sdo dependentes de suas estruturas quimicas, em que
0 nucleo do anel de tetrazdlio possui quatro atomos de nitrogénio, carregado positivamente, esta
rodeado por trés grupos aromaticos. Ap6s reducdo quimica, ocorre ruptura do anel de tetrazolio e
sua coloracéo, inicialmente incolor ou fracamente colorida, € transformada em produtos brilhantes
de formazanas coloridas (MOSMANN, 1983; BARLTROP; OWEN, 1991; BUTTKE;
McCUBREY; OWEN, 1993; BERRIDGE; HERST; TAN, 2005).
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Figura 17 - Estruturas quimicas dos sais de tetrazélio -MTT, XTT, MTS, WST-1 - e o0 aceptor
de elétrons PMS . Fonte: BERRIDGE; HERST; TAN, 2005

As formazanas resultantes do MTT séo insolGveis em agua, por isso, para ser efetuada a
leitura em espectrofotdmetro, deve-se adicionar uma solucéo solubilizante, geralmente de dimetil
sulfoxido (DMSO) ou etanol. Na tentativa de superar este inconveniente, foram desenvolvidos 0s
corantes XTT, MTS e WST-1 que, na presenca do aceptor de elétrons PMS (phenazine

methosulfate) produzem formazanas mais intensamente coloridas e soliveis em agua, facilitando
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desta forma a leitura em espectrofotometro (MOSMANN, 1983; BARLTROP; OWEN, 1991;
BUTTKE; McCUBREY; OWEN, 1993; BERRIDGE; HERST; TAN, 2005).

Berridge e colaboradores (2005) verificaram em células de mamiferos que, os sais de
tetrazélio sdo reduzidos ndo somente pelo complexo proteico citocromo-oxidase, mas também
pelos lisossomos, citoplasma e a membrana plasméatica. A carga total positiva em sais de
tetrazélio parece ser o fator predominante envolvido na captacdo desses corantes, através do
potencial de membrana celular. As implicagfes dessas descobertas sdo discutidas em termos do
uso desses sais como, indicadores do metabolismo celular e avaliadores da citotoxicidade.

Os métodos utilizados para a determinacdo da citotoxicidade podem ser agrupados,
conforme definido na ISO 10993-5 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION (ISO), 2009), em quatro categorias: avaliagdes da morfologia celular;
determinacdo dos danos celulares; avaliagdo do crescimento celular; e avaliagdo de aspectos
referentes ao metabolismo celular.

Segundo o guia internacional In Vitro Cytotoxicity Test Methods for Estimating Starting
Doses for Acute Oral Systemic Toxicity Tests, as etapas basicas de um ensaio in vitro de
citotoxicidade basal sdo: solubilizar ou dispersar a amostra em solvente ndo citotdxico; incubar as
células com as amostras durante um determinado periodo; remover a amostra para a avaliagdo da
viabilidade celular; e calcular os valores da concentracdo inibitoria, inhibitory concentration IC
(INTERAGENCY COORDINATING COMMITTEE ON THE VALIDATION OF
ALTERNATIVE METHODS (ICCVAM), 2006).

A concentracdo maxima ndo téxica de uma amostra pode ser obtida por meio do célculo da
IC1, que corresponde & concentragéo que produz 10 % de inibicdo das células viaveis (CASTELL;
GOMEZ-LECHON; PONSODA, 2000). Para estimar as concentrages letais da amostra no sangue
humano, devem ser calculados os valores de 1Cy e da I1Cg. E 0 valor de 1Csy pode estimar a DLs
correspondente a dose que produz 50 % da letalidade nos animais testados (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH (NIH), 2006; ICCVAM, 2006).

A relacdo entre citotoxicidade in vitro e letalidade aguda in vivo, permite a determinagéo das
doses de partida para testes de toxicidade oral aguda em roedores. Considerando que, a producéo de
energia e manutencdo da integridade da membrana € semelhante nas células da cultura in vitro e do
animal (NIH, 2006; OECD/GD 129, 2010).

A credibilidade da relacéo entre citotoxicidade in vitro e letalidade aguda in vivo, iniciou-se

com a avaliacdo de 50 substancias de referéncia pelo Multicentre Evaluation of In vitro Cytotoxicity
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(MEIC), criado em 1989 na Escandinavia. Posteriormente, na Alemanha, 0 German Centre for
Documentation and Evaluation of Alternatives to Animal Experiments (Zentralstelle zur Erfassung
und Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch, ZEBET) e o Federal
Institute for Risk Assessment (Bundesinstitut fir Risikobewertung, BfR) registraram os resultados da
citotoxicidade de mais de 340 substancias num banco de dados. Desde ent&o, ocorre redugéo no uso
de animais, devido a estimativa da DLsy de centenas de substancia referéncias por demais
programas e institutos internacionais, tais como: National Toxicology Program (NTP), National
Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) e Environmental Protection Agency (EPA) nos
Estados Unidos; Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods
(NICEATM) na comunidade europeia (BONDESSON et al., 1989; EKWALL, 1999; OECD/GD
129, 2010).

2.3.2 Teste de fototoxicidade

A fototoxicidade é definida pela OECD 432 como “resposta toxica aguda que ¢ induzida
por determinadas substancias quimicas quando aplicadas na pele e posterior exposicao a luz, ou que
é induzida de forma semelhante por irradiacdo na pele ap6s a administragcdo sistémica de um
produto  quimico” (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT (OECD) 432, 2004, p. 15, traducdo nossa). O mecanismo basico do ensaio de
fototoxicidade pode ser descrito como, a existéncia ou ndo do potencial fototdxico de um produto
quimico induzido por exposicdo a radiacao ultravioleta (UV) e luz visivel assim, esse potencial pode
ser avaliado pela diminuicao da viabilidade celular (SPIELMANN et al., 1998).

Conceitualmente, a radiacdo é um fenémeno fisico de propagacao de energia. 1sso ocorre,
pois, nucleos atbmicos muito energéticos tendem a se estabilizar liberando o excesso de energia em
forma de particulas, radiagdes o e B, ou em forma de ondas eletromagnéticas, radiacao y. Ressalta-se
que, as particulas possuem massa, carga elétrica e velocidade dependente do valor de sua energia,
enquanto as ondas eletromagnéticas, ndo possuem massa e a sua velocidade independe da energia
(CARDOSO et al., 2010).

A energia emitida pela luz solar, corresponde a radia¢do eletromagnética, constituida por 45
% de radiacdo UV, 5 % de luz visivel e 50 % de radiacdo infravermelha, sendo seus respectivos
comprimentos de onda (1) de 100 a 400 nm, acima de 400 a 800 nm e acima de 800 nm. O

organismo humano reage e detecta a presenca destas radiagdes de diferentes formas. A radiacéo
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infravermelha sob a forma de calor, por meio do aquecimento e dilatacdo dos vasos sanguineos; a
radiacdo visivel é detectada pelo sistema Optico; e radiacdo UV por meio de reacdes fotoquimicas
(SVOBODOVA; WALTEROVA; VOSTALOVA, 2000; FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

As reacdes fotoquimicas envolvendo espécies reativas do oxigénio sdo resultados da
absorcdo da radiacdo UV pelos croméforos na pele - melanina, DNA, RNA, etc. - devido a
excessiva exposicdo a radiacdo (BALOGH et al., 2011). A radiagdo UV é naturalmente
estressante para a maioria das formas de vida, a destruicdo da camada de 0zonio e 0 aquecimento
global séo as principais causas para 0 aumento da dose de radiacéo recebida pelo homem. Quando
0 mecanismo de defesa esta alterado, esta radiacdo penetra na pele resultando em mutacdes
genéticas e comportamentos celulares anormais, devido ao seu menor comprimento de onda
(MAHMOUD; MEKKAWY ; SAYED, 2009).

A classificacdo das radiagdes UV € baseada no A, sendo UVAI de 340 a 400 nm; UVAII de
320 a 340; UVB de 280 a 315 nm; e UVC 100 a 280 nm (MATTS, 2006; WORLD HEALTH
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (WHO), 1996). Adicionalmente, a intensidade e
a quantidade de radiacdo UV incidente sobre uma superficie correspondem a irradiancia (W/m? ou
mW/cm?) e dose de radiagdo (3/m? ou Jlcm?), respectivamente (OEDC 432, 2004).

Segundo Bouillon (2002), a porcentagem de absorcdo do espectro solar pelas camadas da
pele (Figura 18) corresponde a: 0 % dos raios UV C sdo absorvidos pela pele, pois, possuem baixo
A e sdo bloqueados pela camada de 0zo6nio; 20 % dos raios UVB séo absorvidos na epiderme e 8
% na derme, o restante é bloqueado pela camada cdrnea; 80% dos raios UV A sdo absorvidos pela
epiderme e 20 % pela derme; 70 % da luz visivel sdo absorvidas na derme, 20 % na hipoderme e
menos de 10 % na camada cdrnea e epiderme; e 65 % dos raios infravermelhos sdo absorvidos na

derme, 15 % na hipoderme e menos de 20 % na camada cornea e epiderme.
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Figura 18 - Porcentagem de absorcdo da radiacdo solar pelas camadas da pele. Fonte:
BOUILLON, 2002, modificada pela autora

Quando a radiacdo UV ¢é absorvida por uma molécula bioldgica, um elétron é transferido
para niveis de energia mais elevados, resultando em espécies mais reativas, os radicais livres. Essas
especies podem causar morte, alteracbes cromossomicas e mutagdes em celulas procariontes e
eucariontes. A radiacdo UVB ¢é responsavel pela transformacdo do ergosterol epidérmico em
vitamina D, entretanto, a exposi¢do frequente e intensa pode suprimir a resposta imunoldgica da
pele e causar danos no DNA manifestados na forma de cancer de pele. A radiagdo UVA pode
tambeém induzir a formacao desse cancer dependendo do tipo de pele, da frequéncia e intensidade de
exposicdo, assim como, formar indiretamente os radicais livres. Entretanto, na literatura foi
demonstrado que essa radiacdo pode aumentar a expressao do gene supressor de tumor p53; induzir
a pigmentacao da pele por meio do escurecimento da melanina pela fotoxidacdo da leucomelanina,
susbstancia incolor precursora da melanina (WHO, 1996; OEDC 432, 2004; SEITE et al., 2000;
MATTS, 2006; FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007; PALM; O’ DONOGHUE, 2007).

Enquanto a radiacdo UVB é altamente citotoxica, a radiacdo UVA esta associada a reacdes
fototdxicas que ocorrem devido a formacao de radicais livres em excesso. Por isso, a escolha de
uma fonte de radiacdo apropriada é de extrema importancia nos testes de fototoxicidade in vitro.
Assim, a radiacdo utilizada nesse ensaio é a UVA que deve, portanto, seguir os requisitos: a dose de
luz deve ser suficiente para a deteccdo da fototoxicidade de produtos quimicos de referéncia
recomendados pelo guia da OECD 432; e que a fonte de luz emita radiacdo com A tal que seja
absorvido pelo produto quimico (espectro de absorc¢do) a ser avaliado (OEDC 432, 2004; FLOR;
DAVOLOS; CORREA, 2007).
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Segundo o guia da OECD 101, "UV-VIS Absorption Spectra” (Spectrophotometric
Method), a substancia teste deve ser avaliada, antes do ensaio biolégico, quanto ao seu espectro de
absorcdo no UV / visivel (UV-VIS), para indicar quais comprimentos de onda podem causar
degradacdes fotoquimicas, que dependem da energia total absorvida. A equagdo que define o
espectro de absor¢do UV-VIS depende da concentragdo da amostra (mol/L), caminho &ptico,
densidade dptica e coeficiente de absor¢do molar. Por meio desse célculo € possivel determinar a
fotorreatividade da amostra, se menor que 10 L x mol™ x cm™ o ensaio de fotoxicidade in vitro ndo
deve ser realizado (OEDC 432, 2004; ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION
AND DEVELOPMENT (OECD) 101, 1981). Frente a esses requisitos, a definicdo do espectro de
absorcdo UV-VIS dos 6leos essenciais ndo é possivel, pois, a obtencdo de valores de concentracao

em mol/L é inviabilizada, por se tratarem de misturas complexas de substancias.

2.3.3 Teste do micronucleo in vitro (MNuvit)

O MNvit é um teste de genotoxicidade para a deteccdo de micronucleos no citoplasma das
células em interfase, que corresponde a fase do ciclo celular que antecede a mitose. Os
microndcleos, pequenas massas nucleares delimitadas por uma membrana e separadas do ndcleo
principal, sdo representantes de danos no DNA transmitidos para as células-filhas. Essas pequenas
estruturas, podem ser originadas a partir de fragmentos de cromossomos acéntricos (ou com falta de
centrbmero), ou cromossomos inteiros que ndo migraram para os polos do fuso durante a anafase da
mitose e que, em seguida foram envolvidos pelo envelope nuclear durante a teléfase (Figura 19).
Ressalta-se que, 0s micronlcleos sao formados durante a mitose, mesmo que ndo tenho havido dano
cromossdmico durante o ciclo. Assim, os danos do DNA causados por determinada amostra seréo
expressos somente apds um ciclo de divisdo celular, sendo proporcional ao nimero de células em
processo de divisdo durante o teste (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION
AND DEVELOPMENT (OECD) 487, 2010; SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2007).
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Figura 19 - Formacdo do micronlcleo durante as fases do ciclo celular, anafase e tel6fase.

Fonte: FENECH, 2007 adaptado pela autora

O ensaio MNvit detecta micronucleos produzidos durante ou apos a exposicéo de produtos

quimicos em celulas submetidas a divisdo celular. As atividades avaliadas s&o a clastogénica ou de

dano cromossdmico e aneugénica (ou aneuploidia celular) que corresponde a mudanga com relacéo

ao nimero normal de cromossomos. E importante destacar que, os microntcleos analisados s&o de

celulas em interfase, obtidas de culturas que foram submetidas ou n&o pela citocalasina B (citoB).

Essa substancia apresenta como mecanismo de acao ligar-se a actina dos microfilamentos, presente

no citoesqueleto, inibindo sua polimerizacdo durante a formacao do anel contratil (Figura 20B).

Assim, como consequéncia ha o bloqueio da citocinese, formando entdo uma Unica célula com o

conteudo citoplasmaticos das duas células-filhas (Figura 20A). Em condi¢bes normais, a clivagem

celular ocorre devido a polimerizacéo e despolimerizacdo dos microfilamentos formando as células-
filhas (PARRY; SORS, 1993; FENECH, 2007; LIN; LIN; FLANAGAN, 1978; KIRSCH-

VOLDERS et al., 1997).
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Destaca-se que o guia da OECD 487 (2010) permite a utilizacdo de protocolos com e sem
citoB, desde que a populacdo de células analisadas tenham sofrido mitose, durante ou depois da
exposicdo a substancia teste. Em ambos os protocolos, é importante demonstrar que a proliferacéo
das células ocorreu nas culturas ndo tratadas (controle de células) e tratadas com a substancia teste.
O teste de MNvit pode também avaliar a extensdo da citotoxicidade ou da citostase baseados no
aumento do nimero de microndcleos das células, como nos controles positivos (OECD 487, 2010;
KIRSCH-VOLDERS et al., 2000).

Dentre os controles positivos, destacam-se o0s agentes clastogénicos e aneugénicos tais
como, a radiacdo ionizante por cobalto-60 e as substancias quimicas preconizadas pela OECD 487
(2010) como a colchicina, mitomicina C e o benzo[a]pireno. O alcaloide colchicina é um agente
aneugénico e seu mecanismo de agao consiste em alterar 0 nimero de cromossomos, pois impede a
formacéo dos poélos do fuso durante a metafase da mitose. O alquilante mitomicina C é um agente

clastogénico responsavel pela alquilagdo do DNA, atua durante a interfase resultando na inibi¢do
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seletiva da sintese de DNA, recombinac&o e troca de crométides irmas. O alquilante benzo[a]pireno
é um agente clastogénico responsavel pela alquilacdo do DNA resultando em metabolitos reativos,
na diminuicdo da proliferagdo celular nas fases S e G2 da interfase e 0 aumento na expresséo do
gene p53, em células tumorais ou metabolicamente competentes ativadas pelo reagente S9
(PARRY; SORS, 1993; CARRANO et al., 1979; ALMEIDA et al., 2005; CANOVA et al., 1996;
SADIKOVIC; RODENHISER, 2006).

O cofator pos-mitocondrial S9, preparado a partir de figados de roedores tratados com
substancias de inducdo enzimatica, € responsavel por mimetizar o metabolismo de primeira
passagem no figado. O metabolizador exdgeno S9, induzido por fenobarbitona e B-naftoflavona,
deve ser adicionado a cultura de células com capacidade metabdlica inadequada. Caso nao seja
utilizado esse sistema metabolizador exogeno, deve-se utilizar uma linhagem celular geneticamente
modificada para a expressao de enzimas responsaveis pela ativacdo metabolica, e com a suas
atividades clastogénicas e aneugénicas conhecidas cientificamente, como na linhagem MCL-5
(OECD 487, 2010; DOHERTY et al., 1996; JOHNSON; UMBENHAUER; GALLOWAY, 1996).

E importante ressaltar que no teste preconizado pelo guia da OECD 487 In Vitro
Mammalian Cell Micronucleus Test, a contagem das células e dos micronucleos ¢ realizada por
meio da analise de laminas. Entretanto, a busca pela automatizacdo do teste do MNvit,
principalmente na fase referente a contagem das células, é crescente em diversos grupos de
pesquisa. O uso da citometria de fluxo apresenta-se como facilitador durante a contagem das células
e dos microndcleos, devido a rapidez de analise quando comparada ao método classico de leitura
das laminas ao microscopio optico.

O citdbmetro de fluxo é um equipamento que identifica maltiplas caracteristicas fisicas como
o tamanho, a granulosidade e a intensidade de fluorescéncia em particulas individuais. O processo
de fluorescéncia (Figura 21) apresenta as fases de excitacdo, intermediaria, emisséo e retorno ao
estado fundamental (ou de baixa energia). Inicialmente o 4&omo em seu estado fundamental é
estimulado por um féton, como o laser, que eleva o elétron da camada externa desse a&tomo a niveis
maiores de energia, na fase intermediaria ocorre perda dessa energia em seguida, a emissao de luz
devido a dissipacdo energética causada durante o retorno do elétron ao estado fundamental
(HAWLEY; HAWLEY, 2004; SARTORI; LORETO, 2009; CHAPMAN, 2000).
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Figura 21 - Fases do processo de fluorescéncia. (1) fase de excitacdo; (2) fase intermediaria;
(3) fase de emkissdo; (4) fase de retorno ao estado fundamental. Fonte: SARTORI; LORETO,
2009; RAHMAN, 2013, adaptado pela autora

O principio da citometria de fluxo consiste na deteccdo da fluorescéncia de particulas
marcadas com fluorocromos, que podem estar conjugados com anticorpos que se ligam a superficie
celular, e/ou intracelular e/ou nuclear. O mecanismo de acdo desses marcadores consiste em
absorver a luz em determinado comprimento de onda (L) e emitir em outro A (HAWLEY;
HAWLEY, 2004).

As particulas sdo transportadas por um sistema de fluxo de fluidos e passam
individualmente num feixe de laser, que converte esse evento em sinal digital captado e analisado
por programa de computador. Dentre os principais componentes de um citdmetro de fluxo (Figura
22), destacam-se: recipientes para amostra e sistema de fluidos; sistema Optico composto por laser
e filtros dpticos; sistema de detectores para captacéo dos sinais de acordo com a sua cor; sistema
eletrénico computacional que converte os sinais luminosos detectados em sinais eletronicos. O
conjunto desses sistemas permite a identificacdo de particulas (Figura 22) quanto ao tamanho,
Forward Scatter (FSC) referente a dispersdo frontal de luz, e quanto a granulosidade, Side Scatter
(SSC) que corresponde a dispersao no angulo de 90° (HAWLEY; HAWLEY, 2004;
INVITROGEN, 2013).
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Figura 22 - Principais componentes de um citdmetro de fluxo e a identificacdo das particulas quanto
ao tamanho (Forward Scatter, FSC) e granulosidade (Side Scatter SSC). Fonte: INVITROGEN,
2013 modificada pela autora

A capacidade de analisar simultaneamente multiplos parametros das células corresponde a
uma das inimeras vantagens da citometria de fluxo que, inicialmente na década de 1970 era
utilizado para andlises de células sanguineas. Hoje esse ensaio analisa bactérias, virus, diversas
linhagens celulares eucariontes aderentes ou ndo, cromossomos, nlcleos e os microndcleos,
permitindo assim a automatizacéo do teste MNvit (HAWLEY; HAWLEY, 2004; SCHEFFOLD;
KERN, 2000).

No ensaio do MNvit por citometria de fluxo, Collins e colaboradores (2008) e Avlasevich
colaboradores (2011), utilizaram o kit comercial Litron in vitro MicroFlow® Kit, que possui 0s
agentes fluorescentes EMA (ethidium monoazide) e SYTOX® Green. A coloracdo sequencial

desses agentes resulta na diferenciacdo dos micronucleos e da cromatina de células em apoptose e
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necrose. Esse efeito ocorre por meio dos mecanismos de acdo dos corantes: EMA que atravessa a
membrana comprometida de células apoptéticas e necrdticas e se liga covalentemente ao DNA, e
SYTOX® Green que marca a cromatina de células viaveis.

Baseado nesse principio, Bryce e colaboradores (2007) também realizaram o ensaio do
MNuvit por citometria de fluxo, porém ndo utilizaram esse kit comercial mas, desenvolveram um
método baseado também na incorporacéo desse agentes fluorescentes. Entretanto, em condiges que
evitassem resultados falso-positivos, com a remoc¢do das membranas citoplasmaticas das células que
permitiram a marcacdo de nucleos livres, em suspensdo, e de MN apds adicdo do fluorocromo
SYTOX® Green.

2.4 Atividade antioxidante intracelular

A atividade antioxidante de uma substancia compreende a sua capacidade de reduzir ou
bloquear as reacdes de oxidacao causadas por radicais livres, que sdo moléculas altamente reativas
com um elétron ndo pareado. Embora a reducéo de quatro elétrons do oxigénio (O-) pelo complexo
citocromo-oxidase, presente nas mitocondrias, seja quase sempre executada com rapidez e preciséo,
0 O, algumas vezes pode ser reduzido apenas de modo parcial produzindo radicais livres, como as
especies reativas de oxigénio (ERO, ou ROS de reactive oxygen species) que facilmente reagem
com diversas substancias de componentes celulares.

A origem da ERO pode ser enddgena que é resultado do metabolismo celular, ou exdgeno
causado pelas radiagdes ionizantes, radiacdo UV e agentes xenobioticos. As principais ERO séo
distribuidas em dois grupos, os radicalares como a hidroxila (*OH), superdxido (O.'), peroxila
(ROO¢) e alcoxila (RO); e os ndo-radicalares como o oxigénio, perdxido de hidrogénio e acido
hipocloroso (VOET et al., 2006; VASCONCENLOS et al, 2007; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

O ataque realizado pelos radicais livres as moléculas bioldgicas é realizado de forma
aleatoria, dificultando assim a caracterizacao de seus produtos de reacéo. Dentre as rotas de acdo das
ERO em células eucariontes (Figura 23), destacam-se: peroxidacdo lipidica, que rompe as
membranas bioldgicas; oxidacdo do DNA, que pode causar danos e mutacBes genéticas; oxidacao
proteica, que resultam em perda ou ganho da funcéo proteica, se for perda ocorrera erro de traducéo
proteica, se for ganho ocorrera apoptose celular; agregacdo proteica, esses agregados podem

resultar em proteinas toxicas; perda de fungdo da proteina FeS, ocorre desnaturacdo oxidativa
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dessa proteina e liberacdo de ferro (Fe) ao ambiente celular que, pode acelerar a catélise da Reacéo
de Fenton, em que o peréxido de hidrogénio (H,O,) reage com o Fe?* formando o radical *OH que

pode atacar moléculas organicas e causar danos celulares (AVERY, 2011; AGUIAR et al., 2007).
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Figura 23 - Principais rotas de acdo das ERO em células eucariontes. Fonte: AVERY, 2011
adaptado pela autora

&

A producdo de ERO esta presente no metabolismo humano e possui algumas funcdes
bioldgicas pro-oxidantes, como na manutencdo da homeostase fisioldgica e no mecanismo da
fagocitose em que essas especies sdo produzidas para combater infecgdes. Por outro lado, quando
sua producao é exacerbada o organismo, que dispde de um sistema antioxidante, tenta reestabelecer
o0 equilibrio. Dentre os agentes antioxidantes destacam-se as enzimas antioxidantes (superdxido
desmutase, glutationa peroxidase e catalase) e antioxidantes ndo enzimaticos (vitaminas E, C e -
caroteno; glutationa; transferrina; e acido Urico). No entanto, o estresse oxidativo ocorre devido ao
desiquilibrio do sistema pro e antioxidante com predominio das ERO que causam danos celulares e ao
DNA, doencas e envelhecimento (VASCONCENLOS et al, 2007).

O envelhecimento, apesar de ser um processo multifatorial, pode estar relacionado com os
estresses metabdlico e oxidativo, resultando na producdo de ERO. Ambos 0s tipo de estresse podem
causar danos a varios componentes celulares e desencadear a ativacdo de vias de sinalizacao celular
especificas, que podem influenciar no desenvolvimento de doencas e no envelhecimento (FINKEL,;
HOLBROOK, 2000).
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Frente a essa problematica, considerando o aumento da expectativa do tempo de vida e a
busca pela sua qualidade durante o processo de envelhecimento, estudos séo realizados baseando-se
nas propriedades antienvelhecimento das substancias ativas aplicadas em medicamentos e
cosméticos. Como uma das fungBes dos cosméticos é prevenir o envelhecimento cutaneo, as
substancias antioxidantes podem ser formuladas em produtos cosméticos. Indo ao encontro da
tendéncia de uso de produtos naturais, destacam-se 0s extratos vegetais de cha verde, alecrim,
canela, salvia e tomilho (SCOTTI et al., 2007). Deste modo, a avaliacdo da atividade antioxidante
em nivel celular, pode contribuir para a obtencdo de produtos cosméticos com maior eficécia
antioxidante.

O método de determinacdo da atividade antioxidante intracelular consiste em avaliar a
presenca de espécies reativas no interior da célula por meio de uma sonda apolar de diacetato de
diclorofluoresceina (2'7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate) ndo fluorescente. A sonda ap0s ser
incorporada pela célula na presenca de enzimas esterases, que catalisam ésteres, resulta na
diclorofluoresceina reduzida. Assim, a forma reduzida por ser impermeavel, fica retida na célula
sendo rapidamente oxidada por ERO formando a diclorofluoresceina (2',7'-dichlorofluorescein)
substancia altamente fluorescente, que pode ser mensurada em espectrofluorimetro ou citdmetro de
fluxo (SAUER et al., 2003; ZHANG; ZHAO, 2003; FRADE et al., 2010).

2.5 Dispersao dos 6leos essenciais em meio de cultura

A lipossolubidade dos 0leos essenciais é fator limitante para a execucdo de testes que
comprovem sua eficdcia e seguranca. Nos ensaios toxicologicos in vitro as amostras de 6leos
essenciais devem ser dispersas no meio de cultura por substancias, que apresentem auséncia de
toxicidade, evitando desta forma interferéncias falso-positivas nos resultados (CUNHA,;
CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009; ROSEN, 2004). Dentre os solventes dos 6leos essenciais em
meio de cultura citados na literatura estdo o DMSO (dimetil sulfoxido) (VILLA et al., 2009) e o
etanol (HAYES et al, 2002; SIVROPOULOU et al.,1997). Entretanto, ndo ha um consenso para o
uso de um solvente ideal que possa ser utilizado na dispersdo de qualquer 6leo essencial em meio de
cultura.

A instabilidade dos 6leos essenciais em meios de cultura ocorre devido & diversidade dos
componentes presentes nestas substancias. As caracteristicas apolares dos 6leos essenciais e polares

dos meios de cultura remetem ao conceito dos sistemas de emulsées, utilizado em Farmacotécnica.
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As emulsdes, ou macroemulsdes, correspondem a dispersdes coloidais formadas por uma fase
descontinua dispersa (ou interna) e uma fase continua dispersante (ou externa), sendo estas
classificadas nos tipos: dgua em 6leo (a/0); 6leo em agua (o/a); maltiplas (a/o/a ou o/a/o); e
microemulsfes (LACHMAN; LIERBERMAN; KANIG, 1986; TAYLOR; ATTWOOD, 2003).

O tipo o/a corresponde a dispersdo do 6leo em fase aquosa nesse caso, a fase descontinua (ou
interna) € o Oleo e a fase continua (ou externa) aquosa. Contrariamente, o tipo a/o € uma disperséo
de uma solugdo aquosa em 0leo, a fase interna € a gua e a fase externa é o 6leo. As emulsGes
multiplas séo sistemas complexos e heterogéneos em que as emulsdes simples (a/0 e o/a) coexistem
simultaneamente. As microemulses consistem em dispersdes de dois liquidos imisciveis ou
parcialmente misciveis (o/a ou a/o) que apresentam goticulas que variam entre 100 e 10.000 nm. No
entanto, para que ocorra a estabilidade desses sistemas de emulséo, que compreendem a mistura de dois
liquidos imisciveis e termodinamicamente instaveis necessitam da presenca de agentes tensoativos
(LACHMAN; LIERBERMAN; KANIG, 1986; SANTOS, 2011; TAYLOR; ATTWOOQOD, 2003;
ROSEN, 2004; ROSSI et al., 2007).

Tensoativo consiste em uma substancia que, em baixa concentragao tém propriedades de
adsorver sobre superficies ou interfaces que correspondem a duas fases ndo misciveis do sistema, e
de alterar suas energias livres. Provenientes de substancias naturais ou sintéticas, a caracteristica de
sua estrutura quimica é anfipatica (Figura 24), ou seja, corresponde a presencga de um grupo apolar
(lipofilico ou hidrofobico) e outro polar (ou hidrofilico). Devido a essas estruturas os tensoativos em
presenca de agua e Gleo, adsorvem-se nas interfaces orientando-se de maneira que o grupo polar
fique voltado para a fase aquosa e o grupo apolar para a fase oleosa, reduzindo as tensdes interfacial
e superficial do sistema (ROSEN, 2004; ROSSI et al., 2006).
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Figura 24 - (A) representacdo de um tensoativo. (B) adsorgao e orientagdo dos tensoativos nas
interfaces 6leo e agua. Fonte: ROSSI et al., 2006 adaptado pela autora

A extremidade lipofilica do tensoativo € normalmente um residuo de hidrocarboneto de
cadeia longa, e com menos frequéncia apresenta um hidrocarboneto halogenado ou oxigenado,
enquanto a extremidade hidrofilica corresponde a um grupo iénico ou altamente polar. Assim,
dependendo da natureza do grupo hidrofilico, os tensoativos sdo classificados como: aniénico, em
que a molécula suporta uma carga negativa, por exemplo, o lauril sulfato de sédio (LSS); cationico,
gue possui uma carga positiva como 0 aménio quartenario; zwitteriénico possui cargas positivas e
negativas, como representante a sulfobetaina; e ndo i6nico, como o0s ésteres de sorbitano e o
polissorbatos, que ndo possui qualquer carga ibnica aparente (ROSEN, 2004; TAYLOR;
ATTWOOD, 2003).

Outra propriedade fundamental dos tensoativos é a tendéncia de formar agregados chamado
micelas (Figura 25). Para uma dada concentracdo especifica, conhecida como concentracdo micelar
critica (CMC), ocorre uma mudanca brusca nas propriedades fisico-quimicas dos tensoativos. Em
valores abaixo da CMC as moléculas de tensoativo estdo presentes na forma de mondmeros
dispersos, em valores acima estas se apresentam na forma de micelas, processo conhecido como
micelizacdo (ROSSI et al., 2006).
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Figura 25 - Processo de micelizacdo. Fonte: ROSSI et al., 2006

O equilibrio do tensoativo entre as fases imisciveis & denominado equilibrio hidrofilo-
lipdfilo (EHL) e representa uma forma de classificagdo dos tensoativos ndo ionicos, tendo como
base os parametros de solubilidade desses compostos. A classificacdo foi introduzida por Griffin em
1949 e utiliza escala numérica adimensional com valores de 1 a 20, em que os valores de EHL
aumentam de acordo com a hidrofilia da molécula. Por exemplo: valores de EHL entre 3 e 9
possuem caracteristicas lipofilicas e atuam como agentes emulsivos a/o; valores de 8 e 9 comecam a
apresentar caracteristicas hidrofilicas; e entre 10 e 18 apresentam caracteristicas hidrofilicas e atuam
como agentes emulsivos o/a. Com relagdo aos valores de EHL e a dispersdo em agua, destacam-se:
valores entre 1 e 3 ndo dispersam em &gua e atuam como agentes antiespumante; valores de 4 a 6
dispersam em &gua; de 8 a 10 provocam uma dispersdo leitosa instavel em agua e atuam como
agentes molhantes; de 12 a 14 resultam em dispersdo clara em agua e atuam como agentes
detergentes; de 16 a 18 resultam em dispersdo limpida a vista desarmada de 6leos em agua, sendo
considerados agentes solubilizantes (GRIFFIN, 1949; SANTOS, 2011; TAYLOR; ATTWOQD,
2003).

Como representante dos agentes solubilizantes o tensoativo ndo idnico polissorbato 20
(Figura 26), ou monolaurato de polioxietileno sorbitano (20), € uma mistura de ésteres lauricos
parciais de sorbitol e seus anidridos copolimerizados (polimerizacao a partir de mais de um tipo de
mondmero) com aproximadamente 20 moles de éxido de etileno para cada mol de sorbitol e seus
anidridos. Com relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas sdo liquidos oleosos, limpidos ou
ligeiramente opalescentes, de cor amarela a ambar e possuem densidade relativa de 1,1 (g/cm® ou
g/mL a 25 °C). Quanto a sua solubilidade sdo praticamente insollveis em 6leos fixos e parafinas

liquidas, e misciveis em etanol absoluto, acetato de etila, metanol e agua. Possuem EHL de 16,7
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considerados como agentes solubilizante, resultam em dispersdes limpidas a vista desarmada de
6leos em &gua (BRASIL, 2010a; MERCK, 2013; TAYLOR; ATTWOOD, 2003). Assim, devido a
estas caracteristicas somadas a baixa toxicidade dessa classe de tensoativos, o polissorbato 20 é um
candidato ao uso para a dispersao dos Oleos essenciais em meio de cultura (Final Report [...],
1984).

oxido de etileno . ,
~ OH ¢ epimeros nos C*

S X
j wHxty+z=20

/0/\£0\/} /[L/\/\/\/\/\

_/ 5_/[—0--\} OH ™ sorbitol és?er laurico

Legenda: epimeros no C* correspondem a dois esterioisdmeros que diferem no carbono quiral (C*)

Figura 26 - Férmula estrutural do polissorbato 20. Fonte: BRASIL, 2010a adaptado pela
autora
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3.1 Objetivo geral
Avaliagdo da toxicidade in vitro, fundamentada em testes recomendados por Orgdos
reguladores de métodos alternativos, e da atividade antioxidante intracelular dos 6leos essenciais
provenientes de plantas da flora Latino-americana Minthostachys setosa (Brig.) Epling, Pimenta
pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum e Drimys brasiliensis Miers, candidatos a componentes em
formulagBes cosméticas.

3.2 Objetivos especificos
e Selecdo do agente ideal para dispersar 0s 6leos essenciais em meio de cultura;
e Comparagdo das técnicas de deteccdo da viabilidade celular por corantes Neutral Red e
MTS/PMS;
e Determinagdo do potencial citotoxico, fototoxico, genotoxico e antioxidante intracelular dos

0leos essenciais.
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4.1 Material

O material objeto de estudo foram os 6leos essenciais das folhas das plantas Minthostachys
setosa (Brig.) Epling, Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum e Drimys brasiliensis Miers.
O dleo essencial da Minthostachys setosa foi fornecido pela Ms. Délia Manuela Luna Pinto que, por
sua vez, o obteve pelo Instituto de Ecologia y Plantas Medicinales (IEPLAM) que coletou a planta
antes da época do florescimento e nas primeiras horas do dia, na localidade de Taray no Peru. A
planta foi identificada pelo bidlogo Justo Mantilla do IEPLAM na cidade de Cusco no Peru, e
depositada no Herbério do Instituto de Boténica do Jardim Boténico do Estado de S&o Paulo, sob o
ndmero Pinto 001.

Os 6leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus foram obtidos de plantas provenientes
de trés populagdes, sendo duas da regido de Mata Atlantica no sul do Estado de S&o Paulo -
quimiotipo Cananéia, da Ilha de Cananéia, e quimiotipo Cataia, da cidade de Cajati - e uma da
regido de campos montanos no Estado de Minas Gerais - quimiotipo Morro Grande, da cidade de
Caldas. As exsicatas estdo depositadas no Instituto de Botanica do Estado de S&o Paulo sob os
nameros: Moreno 34 (llha de Cananeéia), Moreno 253 (Morro da Cataia) e Moreno 311 (Reserva
Morro Grande).

Proveniente da planta da Drimys brasiliensis, o 6leo essencial foi obtido de folhas
provenientes da cidade de Campos do Jorddo no Estado de S&o Paulo. A exsicata esta
depositada no Instituto de Botanica do Estado de S&o Paulo sob o nimero Nascimento 78.

As linhagens celulares utilizadas para os ensaios de citotoxicidade foram: BALB/3T3 clone
A31 (ATCC® CCL-163™); CHO-K1 (ATCC®, CCL-61™); e WS1 (ATCC®, CRL-1502™).
Para fototoxicidade foi a BALB/3T3 clone A31, para a genotoxicidade a CHO-K1 e para atividade
antioxidante intracelular a WS1. Ressalta-se que, essas células foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC®), por ndo serem células primérias, a submissdo ao Comité de Etica para
Experimentacdo Animal ndo foi necessaria.

A composicdo do meio de cultura para o cultivo da linhagem a BALB/3T3 clone A31foi
denominada D10 que corresponde @ DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium, Gibco®,
namero de catalogo 12800017) suplementado com 10 % (v/v) de DBS (Donnor Bovine Serum,
Gibco®, 16030074), 1 % (v/v) da solucéo de antibiético e antimicético (Gibco®, niimero de catalogo
15240062) contendo 0,1 ¢g/L de anfotericina, de 0,5 a 1,5 g/L de sulfato de estreptomicina e
penicilina G; e de 2 mM de L-glutamina (Gibco®, niimero de catalogo 25030149) (ATCC, 2013a).
Para o cultivo das linhagens CHO-K1 e WS1 foram utilizados os meios de cultura denominados
RPMI10 e RPMI5 que correspondem a RPMI-1640 (Gibco®, niimero de catalogo 23400021)
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suplementado, respectivamente com 5 e 10 % (v/v) de SFB (Soro Fetal Bovino, Gibco®, niimero de
catalogo 12657) e 1 % (v/v) da solugdo de antibi6tico e antimicético (Gibco®, niimero de catalogo
15240062) (RODAS et al., 2008; FRADE et al., 2010).

4.2 Métodos

Os ensaios que envolveram cultura de células foram realizados em condicdes assépticas
segundo as recomendacdes do OECD Principles on Good Laboratory Practice (OECD, 1998). A
incubacdo celular ocorreu a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de CO,, até que as células atingirem a
subconfluéncia de aproximadamente de 80 % no frasco de cultura celular (75 e 150 cm?, Corning® e
TPP®). O processo de descolamento celular ocorreu pela acdo da solugdo de tripsina (SIGMA-
ALDRICH®, nlimero CAS 9002-07-7) 0,05 % (p/v) / EDTA (SIGMA-ALDRICH®, niimero CAS
60-00-40) 0,02 % (p/v) em Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 (ICCVAM, 2006).

Os experimentos foram conduzidos conforme o fluxograma de atividades a seguir:

« Hidrodestilagdo das partes aéreas das plantas Pimenta

Exiracao s olees essencials pseudocaryophyllus e Drimys brasiliensis

Determinagao da densidade relativa « Determinacdo da densidade relativa dos leos essenciais

Disperséo dos 6leos essenciaisem
meio de cultura

« Dispersdo dos 6leos essenciais nos meios de culturaD10 e
RPMI10

Comparacdo das técnicas de deteccdo
da viabilidade celular

« Citotoxicidade por MTS/PMS e NR na linhagem celular
BALB/3T3 clone A31

« Citotoxicidade dos dleos essenciais nas linhagens celulares

Teste de citotoxicidade BALB/3T3 clone A31, CHO-K1 e WS1

« Fotototoxicidade dos 6leos essenciais na linhagem celular

Teste de fototoxicidade BALB/3T3 clone A31

* MNit, pelo método cléssico e por citometria de fluxo, dos

Teste de genotoxicidade 6leos essenciais na linhagem celular CHO-K1

« Potencial antioxidante intracelular dos 6leos essenciais da

Atividade antioxidante intracelular Pimenta pseudocaryophyllus e Minthostachys setosa na
linhagem celular WS1

« Teste de equivaléncia TOST; teste t; analise de variancia

Analise estatistica dos resultados ANOVA One-way; teste Bonferroni; e teste Dunett's
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4.2.1 Extragéo dos 06leos essenciais

A obtencdo dos Gleos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus e Drimys brasiliensis foi
pelo processo de extracao por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado (Figura 27),
conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 5° edicdo (BRASIL, 2010b). As etapas iniciais realizadas
no processo de extracdo foram: pesar em balanca semianalitica cerca de 250g de folhas secas
previamente picadas; colocar o material vegetal em baldo de fundo redondo com capacidade de 6 L;
adicionar cerca de 3 L de &gua destilada; acoplar o baldo a manta aquecedora e ao aparelho de
Clevenger, previamente conectado ao banho termostatico de refrigeracdo; e ligar o termostato da
manta em temperatura maxima até iniciar a destilacdo. Apds o inicio da destilacdo, reduzir a

temperatura de forma a manter o sistema nessas condicdes por 4 horas.

150
4 105
-l
R, p Oleo
A g ; essencial
Material ' { ®)

vegetal
&)

Figura 27 - (A) Aparelho de Clevenger modificado acoplado ao baldo de fundo redondo,
contendo o material vegetal, e posicionado em manta térmica. (B) Frasco coletor do 6leo
essencial. Fonte: BRASIL, 2010b adaptado pela autora

Ap6s a obtencdo do 6leo essencial, o sistema que foi lavado com éter dietilico (MERCK®,
nimero CAS 60-29-7). Em seguida, no material extraido foi adicionado sulfato de sédio anidro
(Synth®, nimero CAS 7757-82-6) para a adsorcdo da &gua eventualmente presente. O 6leo foi
transferido cuidadosamente para um frasco especifico, previamente tarado em balanca analitica, que

foi acoplado a um evaporador rotativo (Blichi-R124) para a extragdo do solvente, durante cerca de
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20 minutos em banho de &gua a temperatura de 25 °C (Biichi-B481). Apos este processo, o frasco
contendo o 6leo essencial foi pesado em balanca analitica, a diferenca entre a massa do frasco
contendo o 6leo () e do frasco vazio (g) resultou no valor referente a massa do 6leo (g), que quando
aplicado na Equacéo 2 (BRASIL, 2010a), calculou-se a % de rendimento.

Rendi to (%) = Massa do 6leo (g) « 100 . 20 (2
endimento (%) = Massa de folhas (g) quacao (2)

O 6leo essencial obtido foi armazenado em frasco &mbar, com tampa esmerilhada e mantido
em freezer -25 °C até a utilizacéo.

Para o 6leo essencial da Minthostachys setosa nao foi realizado o célculo do rendimento,
pois essa amostra foi fornecida pela Ms. Délia Manuela Pinto (PINTO, 2010).

A anélise da composicao quimica de todos os 6leos essenciais esta descrita no ANEXO A e
foi realizada pelo grupo do Prof. Dr. Paulo Roberto Hrihorowitsch Moreno no Instituto de Botanica.
Salienta-se que, a composicao quimica do 6leo essencial da Minthostachys setosa (ANEXO B) foi
apresentada na dissertacdo de Mestrado de Pinto (2010). Assim como, para a Pimenta
pseudocaryophyllus e seus quimiotipos (ANEXOS C, D e E), a analise de suas composicdes
quimicas corresponde a uma das etapas do trabalho de doutorado em andamento da Ms. Aurea

Cristina Lemos Lacerda.

4.2.2 Determinacdo da densidade relativa
Na temperatura de 25 °C, em microtubo, previamente tarado, foi adicionado o volume (V)
de 0,5 mL do 6leo essencial com o auxilio de uma micropipeta; em seguida foi pesado e o valor da
massa foi anotado; o mesmo procedimento foi realizado cinco vezes a fim de se obter a média das
massas. A densidade (d) relativa dos 6leos essenciais foi calculada segundo a Equacdo 3 (BRASIL,
2010b).

_ m(g)
~V (mlL)

Equacio (3)

Avaliacgdo in vitro da toxicidade de 6leos essenciais da flora Latino-americana candidatos ao uso em cosméticos



61
MATERIAL e METODOS

4.2.3 Dispersao do 6leo essencial dos dleos essenciais em meio de cultura

Em ensaios prévios, experimentou-se dispersar os 6leos essenciais da Minthostachys setosa
em meio de cultura nas seguintes misturas: 1 mL de etanol (MERCK®, niimero CAS 64-17-5) + 1 g
de 6leo essencial (A) e 0,5 mL de DMSO (MERCK®, nlimero CAS 67-68-5) + 0,5 mL metanol
(Synth®, nimero CAS 67-56-1) + 1 g 6leo essencial (B). Baseado na Farmacopeia Brasileira 52
edicdo (2010b), as expressdes solvente referiu-se ao meio de cultura (DMEM) devido as suas
caracteristicas hidrofilica semelhantes a 4gua, e parte (s) referiu-se as dilui¢des seriadas 1:10, 1:50
e 1:1000 de 1 mL das misturas individualizadas (A e B) em meio de cultura (Tabela 1).

Tabela 1 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados. Fonte: BRASIL, 2010b

Solvente Termo descritivo
Muito soluvel menos de | parte
Facilmente soltvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soltvel De 1000 a 10 000 partes

Praticamente insoluvel

; ; mais de 10 000 partes
ou insolavel

Ressalta-se que as dispersdes foram preparadas em condicOes assépticas na temperatura de
25 °C. Em seguida, para mimetizar as condi¢des de incubacdo celular, foram mantidas por 24 e 48
horas na temperatura de 37 °C. Nessas mesmas condicdes e baseada na teoria do EHL de Griffin
(1949) aplicado as emulsbes farmacéuticas, foram realizadas outras dispersfes (Tabela 2): 6leos
essenciais (Minthostachys setosa, Pimenta pseudocaryophyllus, Drimys brasiliensis e bergamota) +
polisorbato 20 (Synth®, nlimero CAS 9005-64-5) + meio de cultura (D10 e RPMI10).
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Tabela 2 - Concentracdo dos 6leos essenciais e do tensoativo polissorbato 20 nas dispersdes dos
meios de cultura D10 e RPMI10

Concentragéo (mg/mL) Concentragéo (pg/mL)

Oleo essencial Dispersdo ) )
do 6leo essencial do polissorbato 20
Minthostachys setosa Al 82,90 45,00
Bl 8,30 4,50
C1 0,83 0,45
Pimenta A2 82,80 45,00
pseudocaryophyllus B2 8,30 4,50
*Cananéia C2 0,83 0,45
Pimenta A3 77,10 45,00
pseudocaryophyllus B3 7,70 4,50
*Cataia C3 0,77 0,45
Pimenta Ad 81,20 45,00
pseudocaryophyllus B4 8,10 4,50
*Morro Grande C4 0,810 0,45
Drimys brasiliensis A5 102,70 45,00
B5 10,30 4,50
C5 1,030 0,45
**hergamota AB*** 81,06 45,00
BE*** 8,11 4,50
Co*** 0,81 0,45
*quimiotipos

**substancia referéncia utilizada como controle positivo para fototoxicidade
***dispersdo preparada somente em meio de cultura D10

Considerou-se dispersdo adequada quando, o procedimento produziu uma disperséo clara
sem nebulosidade e precipitado na observacao visual do analista. A conducéo do ensaio foi baseada
na recomendacdo do ICCVAM (2006) para o teste de “solubilidade” da amostra em determinado
solvente ou meio de cultura, que deve comecar com concentracdo da amostra relativamente elevada
e prosseguir para concentragdes sucessivamente inferiores pela adicdo de meio de cultura, é
importante destacar que as dispersdes foram obtidas por meio de diluicBes seriadas de 1:10 (Tabela
2).

4.2.4 Comparacao das técnicas de deteccdo de viabilidade celular
Os guias OECD/GD 129 de Citotoxicidade e OECD 432 de Fototoxicidade preconizam a
utilizacio do corante vermelho neutro, Neutral Red (NR) (INVITROGEN®, niimero CAS 553-24-

2), para a leitura da absorbancia em 540 nm. No entanto, substituiu-se a solucéo de NR pela de MTS
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(PROMEGA?®, nlimero CAS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium, inner salt) / PMS Phenazine methosulfate (SIGMA®, nimero CAS 299-11-6), com
leitura da absorbéncia a 490 nm, por apresentar facil manipulacdo. Para verificar a equivaléncia dos
agentes colorimétricos, realizou-se um ensaio de citotoxicidade com uma substéncia referéncia, o
6leo essencial da bergamota (GIVAUDAN, lItaly Orpue, 001533, lote SX00026399). Ressalta-se
que esse Oleo foi também usado como controle positivo para os testes de fototoxicidade. As
concentracOes testadas foram preparadas a partir de diluicBes seriadas, resultando em valores de
0,04 a 0,53 mg/mL do dleo disperso no meio de cultura D10 (item 4.1) pelo polissorbato 20.

O ensaio de citotoxicidade do 6leo de bergamota em BALB/3T3 clone A31 foi realizado no
minimo em cinco experimentos independentes e as passagens celulares utilizadas compreenderam
entre P4 e P16. Foram semeadas 15.000 células por poco em placas de 96 pocos (0,28 cm? de area /
poco, Corning®) e incubadas (item 4.2) por 24 horas, totalizando quatro placas referentes &: amostra
com MTS/PMS, controle do polissorbato 20 com MTS/PMS, amostra com NR, controle do
polissorbato 20 NR. Em seguida o meio de cultura foi retirado, as amostras (Figura 28) e o controle
do polissorbato 20 foram adicionados e novamente, as placas foram incubadas por 24 horas. Para a
coloracdo com MTS/PMS as etapas realizadas foram: retirada das amostras; lavagem dos pocos
com Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4; e adicdo de 100 pL por pogo da solucéo contendo
333 pg/mL de MTS e 25 uM de PMS solubilizados em quantidade suficiente para (g.s.p) meio de
cultura D10 (PROMEGA®, 2012).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A B B B B B B B B B B B B
B B vC C1 C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 vC B
C B vC C1 C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 vC B
D B vC C1 C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 vC B
E B vC C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 vC B
F B vC C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 vC B
G B vC C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 vC B
H B B B B B B B B B B B B

B = controle da solugdo MTS/PMS; VC = controle da viabilidade celular;
C1-C8 = dilui¢Bes da amostra em ordem crescente de concentragdo (mg/mL)

Figura 28 - Esquema da disposicéo das células na placa de 96 pogos. Fonte: NIH, 2001

Na coloracéo por NR foi adicionado 100 pL da solucdo de NR (50 pg/mL) em DMEM e
incubadas por 3 horas. Apds esse periodo, a solugdo de NR foi retirada, 0s pocos lavados com PBS,
para entdo adicionar 150 pL da solucdo NR desorb solution - 49 % (v/v) de agua bidestilada, 50 %
(v/v) de etanol (MERCK®, nimero CAS 64-17-5) e 1 % (v/v) de &cido acético glacial (Synth®,
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nimero CAS 64-19-7). Em seguida, as placas foram agitadas por 10 minutos ou até extrair todo
NR das células formando uma solugdo homogénea.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdometro de placas (Multiskan EX 355,
Thermo Electron Corporation) no comprimento de onda de 540 nm para as placas coradas com a
solucdo de NR, e 490 nm para as placas coradas com a solu¢édo de MTS/PMS. Os valores de 1Cs
foram calculados pelo programa PHOTOTOX® (2013). Em seguida, foi verificada a equivaléncia
entre 0s métodos por meio da analise dos resultados pelo teste de equivaléncia TOST descrito no
item 4.2.9.

4.2.5 Teste de citotoxicidade
Foram utilizadas séries geométricas decimais permitindo que experimentos independentes
possam ser comparados mesmo quando utilizadas concentracdes diferentes. Para tanto, segundo o
APPENDIX F - Decimal Geometric Concentration Series do Guidance Document on Using In
Vitro Data to Estimate In Vivo Starting Doses for Acute Toxicity, os fatores de diluicdo (F)
utilizados devem ser: 3,16; 2,15; 1,47; e 1,21. Desta forma, quando ha concentracdo de efeito
biolégico (mg/mL) da amostra, é possivel utilizar as Equacdes 4 e 5 que resulta respectivamente,

em valores de concentragdo acima (VA) e abaixo (VB) dessa concentracdo (NIH, 2001).

VA = Concentracio de efeito bioldgico (mg/mL) X F Equacio (4)

VB = Concentragio de efeito biologico (mg/mlL)
a F

Equacdo (5)

As concentracOes de efeito biologico dos 6leos essenciais da Minthostachys setosa e
Pimenta pseudocaryophyllus corresponderam aos seus valores de concentracdo minima
inibitéria CMI (PINTO, 2010; LIMA et. al, 2006). Os fatores de diluicdo utilizados para a

obtencdo das concentracGes testadas foram 2,15; 1,47; e 1,21 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Intervalo das concentragdes dos 6leos essenciais provenientes do célculo do CMI
pelos fatores de diluicdo 2,15; 1,47 e 1,21

Concentragdes Concentragdes Concentragdes

Oleo essencial oMl (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
fator 2,15 fator 1,47 fator 1,21

Minthostachys setosa 0,028 0,003 20,598 0,013a0,611 0,028 a 0,866
Pimenta 0,044 0,004 a 0,932 0,02a0,951 0,044 a2 0,921
pseudocaryophyllus
Cananéia
Pimenta 0,041 0,004 a2 0,870 0,019a0,888 0,004 a2 0,870
pseudocaryophyllus
Cataia
Pimenta 0,043 0,004 a 0,913 0,02a0,935 0,043 a 0,903

pseudocaryophyllus

Morro Grande

*CMI = concentracdo estimada de efeito biolégico que correspondeu a concentragdo minima inibitoria

Diferentemente, o 6leo essencial da Drimys brasiliensis ndo possui estudo referente ao
valor CMI desta forma, as concentragdes do teste de citotoxicidade em BALB/3T3 clone A31 foram
obtidas a partir de diluicBes seriadas resultando em valores entre 0,04 e 0,33.

O ensaio de citotoxicidade em BALB/3T3 clone A31 foi realizado em cinco experimentos
independentes e as passagens celulares utilizadas compreenderam entre P12 e P16. Foram semeadas
15.000 células, em meio de cultura D10 (item 4.1), por poco em placas de 96 pocos (0,28 cm? de
érea / poco, Corning®) e incubadas (item 4.2) por 24 horas. Em seguida foram adicionadas as
amostras e o controle do polissorbato 20 (Figura 28) e ap0s 24 e 48 horas, 0 meio de cultura foi
retirado e os pogos foram lavados com a solucdo de PBS, adicionou-se 100 uL da solugdo contendo
333 pg/mL de MTS e 25uM de PMS solubilizados em g.s.p. do meio de cultura D10. Apds 3 horas
de incubacdo, foi realizada a medida de absorbancia, com o A de 490 nm no espectrofotdmetro de
placas (Spectra Max 190, Molecular Devices Brasil) (NIH, 2001; ICCVAM, 2006).

Aos resultados da leitura de absorbancia de cada amostra, foi subtraida pela média do valor
obtido para o branco. Para a viabilidade celular de cada concentracdo da amostra foi considerada a
viabilidade relativa, calculada pelo valor da absorbancia da amostra dividida pelo seu
correspondente em concentracdo do controle do polissorbato 20 e multiplicado por 100. Em
seguida, esses valores de viabilidade foram submetidos ao programa estatistico GraphPad Prism®,

que gerou as curvas dose-resposta com a barra de erro padrdo da média e seus respectivos valores
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de R? e ICsp. Os valores de ICsy para 24 e 48 horas das amostras foram submetidos & analise
estatistica, conforme item 4.2.9. Esses resultados foram utilizados para determinar a toxicidade oral
aguda por meio da DLsp segundo a Equacao 6 (NIH, 2001; ICCVAM, 2006).

log DLgy(mg/kg) = 0,372 X logICso(ng/mL) + 2,024 Equacio (6)

Baseado no teste de citotoxicidade e com o intuito de gerar uma curva dose-resposta
dos Gleos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus, da Minthostachys setosa e da Drimys
brasiliensis em células CHO-K1 para serem utilizadas no teste do microndcleo in vitro (MNuvit).
Foram realizados no minimo trés ensaios independentes, as concentragdes utilizadas foram obtidas a
partir de diluicdes seriadas resultando em valores entre 0,02 e 0,8 mg/mL. As passagens celulares
utilizadas compreenderam entre P8 e P11. Foram semeadas 5000 células por pogo em placas de 96
pocos em meio RPMIL0 (item 4.1) e incubadas (item 4.2) por 24 horas. Em seguida foram
adicionadas as amostras e ap0s 24 horas de incubacéo, foi realizada a coloracéo pela solugdo de
MTS/PMS.

Visando determinar as concentracdes ideais para 0 ensaio da atividade antioxidante
intracelular, foi verificada a viabilidade celular da linhagem WS1 por meio do corante MTT
(SIGMA-ALDRICH®, niimero CAS 57360-69-7). Por poco da placa de 96 (0,28 cm? de érea /
poco, TPP®) foram semeadas cerca de 5000 células (P15) em meio RPMI10 (item 4.1). Em sequida
foi realizada a incubacdo (item 4.2) das células e, apds a confluéncia celular foram adicionadas as
amostras dos 6leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus, da Minthostachys setosa e o controle
do polissorbato 20, nas concentragdes entre 0,086 e 0,37 mg/mL em meio RPMI5. Transcorrido 24
horas de incubacdo das celulas, 0 meio de cultura foi retirado, os pocos lavados com PBS e
adicionada a solucéo de MTT a 0,5 mg/mL em RPMIS5 (item 4.1). Apés 3 horas de incubagdo foram
adicionados 100 uL de DMSO por poco (CARRERA et al., 2010). Em seguida as placas foram
agitadas por aproximadamente um minuto e a leitura da absorbancia foi realizada no A a 595 nm do

espectrofotdmetro de placas (Anthos Zenyth 3100).

4.2.6 Teste de fototoxicidade
O ensaio de fototoxicidade foi conduzido com a Ms. Bianca da Silva Sufi em
Tecnologia das Radiacdes, cujo tema da dissertacdo de Mestrado foi “Utilizacdo de co-

cultura de melandcitos e queratindcitos para avalia¢ao do potencial do Liquido da Castanha
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de Caju (LCC) como agente despigmentante”, Sob orientacdo da Dra. Monica Beatriz Mathor
do |Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, autarquia estadual associada a
Universidade de Sdo Paulo e gerenciada pela Comissdo Nacional de Energia Nuclear
(IPEN/CNEN).

O ensaio foi realizado em no minimo trés experimentos independentes para as amostras: 0s
6leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus, da Minthostachys setosa e da Drimys brasiliensis;
lauril sulfato de sédio (LSS), como controle negativo ou ndo fototoxico; e o Oleo essencial de
bergamota como controle positivo, descrito como potencialmente fototdxico (OECD 432, 2004,
KEJLOVA, et al., 2007).

Aos 6leos essenciais foi adicionado o volume referente a 10 % (v/v) de polissorbato 20, em
seguida, para todas as preparacOes foram realizadas diluicdes seriadas em PBS+, composto por
Phosphate buffered saline com 0,1 % (p/v) de célcio e 0,13 % (p/v) de magnésio. Foram necessarias
quatro diluicbes seriadas até atingirem aspecto translicido a vista desarmada, correspondendo a
concentracao de 0,1 mg/mL. A partir da qual foram preparadas as concentracdes entre 0,005 e 0,1
mg/mL, sendo essas calculadas pelo fator de diluicdo 1,47. De acordo com o INVITTOX protocol
(ECVAM DB-ALM: INVITTOX protocol (ECVAM), 2008), as diluicdes das amostras foram
preparadas imediatamente antes da sua utilizacdo e ao abrigo da luz, para evitar sua foto-ativacéo ou
degradacdo antes da irradiagéo.

Para a cultura celular foram semeadas 15.000 células BALB/3T3 clone A 31, em meio de
cultura D10 (item 4.1), por poco em placas de 96 pocos (0,28 cm? de érea de cada poco, Corning®).
As passagens celulares em cada experimento corresponderam a P10, P16 e P18. Para cada amostra
foram preparadas duas placas, uma exposta a luz UVA e outra mantida ao abrigo. Apds 24 horas de
incubacdo (item 4.2), 0 meio de cultura foi retirado e as amostras foram adicionadas em ordem
crescente de concentracdo, como demonstrado na Figura 28. Em seguida as duas placas foram
incubadas estufa de CO, nas condi¢des ja mencionadas (item 4.2). Decorrido uma hora as placas
foram posicionadas na camara de fototoxicidade (Figura 29) em temperatura ambiente por 75
minutos, periodo correspondente a dose de 5 J/cm?. Ressalta-se que a intensidade da luz UVA da
camara foi qualificada com Radiémetro (UV-Meter, Honle UV Technology) equipado com sensor
de UVA, cujo espectro é de 320 a 400 nm.
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Figura 29 - (A) Esboco de cAmara de fototoxicidade com érea total de aproximadamente 0,153
m® e rea de trabalho de 153.000 cm? (B) Fotografia da cAmara de fototoxicidade finalizada.
Figuras concedidas pela Ms. Bianca da Silva Sufi

Apos o periodo de exposicao, as amostras em teste foram retiradas e as placas lavadas
com PBS+. Em seguida o tampéo foi substituido por meio de cultura e as placas foram
novamente incubadas em estufa por 22 a 24 horas. Ap0s esse periodo, foi realizada a coloracéo
pela solucdo de MTS/PMS e a leitura da absorbancia foi realizada a 490 nm (OECD 432, 2004;
ECVAM, 2008).

Os resultados obtidos determinou o Photo Irradiation Fator (PIF) calculado segundo a
Equacdo 7 citada no guia da OECD 432 (2004), que sugere o uso desse fator para a andlise da
fototoxicidade. De acordo com o fator: se uma substancia tem PIF < 2 prevé-se auséncia de
fototoxicidade; PIF > 2 prevé-se provavel fototoxicidade; e PIF > 5 prevé-se fototoxicidade

(SPIELMANN et al., 1998).

_ 1G5 (=Irr)

PIF =2
I1Cso(+IRR)

Equacao (7)

Onde os valores de ICsp (-1rr) é a dose correspondente a 50 % de morte celular do

controle ndo irradiado e 1Csy (+1rr) é a dose correspondente a 50 % de morte celular do
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controle irradiado. Na realizacdo do célculo do PIF foi utilizado o Programa PHOTOTOX®

(2013) e a analise estatistica desses resultados foi verificada, conforme item 4.2.9.
4.2.7 Teste de genotoxicidade

Teste MNvit pelo método classico — leitura de 1aminas

As concentraches testadas de cada amostra dos Oleos essenciais da Pimenta
pseudocaryophyllus (quimiotipos: Cananéia, Cataia € Morro Grande), da Minthostachys setosa e da
Drimys brasiliensis, compreenderam valores com mais de 90 % de viabilidade celular, determinado
pelo teste de citotoxicidade (item 4.2.5). Todo o procedimento foi baseado no guia da OECD 487
(2010). Para cada poco de 9,6 cm? (Corning®™) da placa de 6, foram semeadas 20.000 células de CHO-
K1 (P10) em meio RPMI10 (item 4.1) e incubadas por 48 horas (item 4.2). Em seguida, foram
adicionadas as amostras concentracdo dos 0leos (0,167 mg/mL para Minthostachys setosa; 0,125
mg/mL para Cananéia; 0,103 mg/mL para Cataia; 0,127 mg/mL para Morro Grande; e 0,014 mg/mL
para Drimys brasiliensis) os controles positivos e negativos com e sem ativagéo da solu¢do Mix S9,
conforme Figura 30. Ressalta-se que nesse ensaio, para cada amostra foram realizadas duas
repeticoes.

A solugdo Mix S9 foi preparada conforme Esteves-Pedro e colaboradores (2011), composta
por: 33,05 % (v/v) de agua destilada e autoclavada; 57,85 % de tampdo fosfato a 0,2 M com pH 7.4;
33,31 % (v/v) de NADP (SIGMA-ALDRICH®, niimero CAS 698999-85-8) a 0,1 M; 0,83 % (V/v) de
D-glicose-6-fosfato monossddico (SIGMA-ALDRICH®, niimero CAS 54010-71-8) a 1 M; 1,65 %
(v/v) da soluco de sais KCI (CAAL®, nimero CAS 7447-40-7) a 1,56 M e MgCl, (CRQ®, nimero
CAS 7786-30-3) a 0,4 M; 3,31 % (v/v) de S9 (SIGMA-ALDRICH®, nimero de catalogo S2067).
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O meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados com PBS

|
R EEIE

NaCl Tw 20 NaCl Tw 20 Colch MTIMC
15pg/mL  2pgml  3pg/mL 15pgmL  2pg/ml 0,08 pg/mL 0,5 pg/mL
Oleos essenciais: I I I I I
- com ativacido do
Mix SO Com ativacao do Mix S9 Sem ativacao do Mix S9
- sem ativacio do 1 | |
Mix S9 [ > Incubacio e apos 4 horas
o meio de cultura foi trocado
- .
citoB (3 ng/mL)
-

Incubacido por20 horas

CC controle de células; NaCl cloreto de sodio (Synth®, nimero CAS 7647-14-5); Tw20 polissorbato 20; BZP
benzo[a]pireno (SIGMA-ALDRICH®, nimero CAS 50-32-8); Colch colchicina (SIGMA-ALDRICH®, nimero CAS
64-86-8); MTMC mitomicina C (SIGMA-ALDRICH®, niimero CAS 50-07-7); citoB citocalasina B (SIGMA-
ALDRICH®, nlimero CAS 14930-96-2)

Figura 30 - Esquema representativo do teste do micronucleo in vitro ap6s 48 horas de incubacgéo
das células CHO-K1 (OECD 487, 2010)

Ap0s as 20 horas de incubagdo as células de cada um dos pogos foram descoladas com Tripsina
0,05 % (p/v) / EDTA 0,02 % (p/v) e cada amostra foi transferida para tubos conicos de 15 mL
(Corning™) previamente identificados e codificados por nimeros, permitindo aleatoriedade a partir
desta etapa. Em seguida esses tubos conicos foram centrifugados, o sobrenadante descartado e as
células ressuspendidas em 5 mL da solugdo de NaCl 0,9 % (p/v). Novamente as c€lulas foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e adicionada a solugdo hipotdnica 3:1 de metanol (Synth®,
numero CAS 67-56-1) e 4cido acético glacial (Synth®, numero CAS 64-19-7), procedimento este
repetido por quatro vezes apds centrifugacdo a 1500 rpm por cinco minutos (ESTEVES-PEDRO et
al.,2011; RODAS; LOPES; HIGA, 2009).

Em seguida, o sobrenadante foi descartado deixando apenas 1 mL para ser ressuspendido
e gotejado em trés laminas, dispostas sobre banho termostatizado (Figura 31) a temperatura de
65 °C, por trés minutos. As laminas foram secas, a temperatura ambiente e em local livre de
poeira e posteriormente coradas com Giemsa Stain (Gibco®, nimero CAS 51811-82-6) a 5 %
(v/v) em tampdo Sorensen, por 15 minutos (ESTEVES-PEDRO et al., 2011; RODAS; LOPES;
HIGA, 2009).
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Figura 31 - Procedimento de gotejar a solugéo de fixador em laminas posicionadas sobre o
banho termostatizado a 65 °C

A contagem foi realizada no microscopio Optico (na objetiva de 20 e 40 x) para cada amostra
e considerou-se como finalizada quando foram contabilizadas 1000 células binucleadas. Para os
resultados obtidos na contagem do nimero células totais (CT), células mononucleadas (CM), células
binucleadas (CB) e células multinucleadas (CMu) foram determinados os indices Cytokinesis-Block
Proliferation Index (CBPI) e Replication Index (RI), descritos no OECD 487 (2010) e a
porcentagem da frequéncia de microntcleos (% FMN), apresentados nas Equagdes 8, 9 e 10.

CBP] = ((necM)+(2xn2 CB)+(3xnoCMu)) Equagio (8)

(ne total de células)

O CBPI foi calculado a partir dos valores obtidos nas leituras das laminas de CM, CB e
CMu, e o no erro entre a leitura das laminas, obtidas das duas repeticdes por amostra, foram
analisadas pelo modelo estatistico Poisson (MARGOLIN et al., 1986). Esse indice corresponde ao
nimero médio de ciclos que cada célula sofre durante periodo de exposicéo a citocalasina B e pode

ser utilizado para calcular a proliferacéo celular.

_ (2 cB)x(2xCMu))+(n2 CT)
"~ ((n® CB)+(2xCMu))+(n2 CC )

RI x 100 Equacgdo (9)

O RI foi calculado também a partir dos valores obtidos nas leituras das laminas de CM, CB,
CMu, células tratadas (CT) e controle de células (CC). Esse indice é uma forma de comparagéo do
namero de células binucleadas ou multinucleadas que se encontra em processo de divisdo, quanto
maior o seu valor, menor serd a quantidade de células citostaticas, consequentemente, menor sera a
citotoxicidade da amostra (OECD 487, 2010). Aos valores da média do RI das amostras foi

calculado o desvio padréo.
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A % FMN foi calculada por meio dos valores contabilizados de CB e CT, demostrados na
Equagéo 10 (ESTEVES-PEDRO et. al, 2010). Aos valores da média da % FMN foi calculado o erro
padrdo da média (MUTH, 2006).

CB
% FMN = T x 100 Equacao (10)

A andlise estatistica dos resultados obtidos nos indices de CBPI, de RI e da % FMN foi
verificada conforme descrito no item 4.2.9.

Teste do MNvit por citometria de fluxo

Foram semeadas 20.000 células CHO-K1 (P8 a P13) por poco (9,6 cm?) da placa de 6 pocos e
incubadas (item 4.2) por 48 horas. Em seguida, foram adicionadas as amostras, 0s controles positivos
e negativos com e sem ativacdo da solugdo Mix S9 (Figura 30). O teste foi realizado em no minimo
trés ensaios independentes.

Apos 20 horas de incubacao as células foram descoladas com Tripsina 0,05 % (p/v) / EDTA
0,02 % (p/v) e transferidas para tubos conicos de 15 mL, os quais foram centrifugados a 1500 rpm.
Em seguida o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 5 mL de PBS com 2 % de
SFB (Gibco®, nimero de catalogo 12657). Novamente os tubos foram centrifugados, o sobrenadante
descartado e adicionados por tubo 300 pL da EMA solution que continha 8,5 pg/mL de EMA
(ethidium monoazide bromide, Invitrogen®, niimero de catalogo E1374) em PBS com 2 % de SFB.
Em seguida, os tubos foram colocadas em banho com camada de gelo de aproximadamente 2 cm e

expostos ha 10 cm de uma lampada fluorescente, Figura 32 (BRYCE et al., 2007).
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Figura 32 - Exposicdo a lampada fluorescente das amostras no teste do MNvit por citometria de
fluxo

Apds 30 minutos foram adicionados 3 mL da solugédo de PBS com 2 % de SFB a temperatura
de aproximada de 4 °C. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm e apenas 50 uL do
sobrenadante foram mantidos no tubo. Para minimizar a foto-ativagéo, os tubos foram imediatamente
envolvidos por papel aluminio. Ap6s 30 minutos, foram adicionados 550 pL por tubo da solucéo
Lysis Solution 1 composta por: 0,584 mg/mL de NaCl (Synth®, nimero CAS 7647-14-5); 1 mg/mL
de citrato de sédio dihidratado (Synth® nimero CAS 6132-04-3); 0,3 pL/mL de Triton X-100
(SIGMA-ALDRICH®, nimero CAS 9002-93-1); 0,5 mg/mL de RNase A (SIGMA-ALDRICH®,
nimero CAS 9001-99-4); 0,4 pM de SYTOX® Green (Molecular Probes®, nlimero de catalogo
S7020) em &gua deionizada (BRYCE et al., 2007). Ressalta-se que, o reagente Triton X-100 foi
utilizado em substituicdo ao Igepal por se tratarem de estruturas quimicas semelhantes, sendo o Triton
X-100 ligeiramente mais hidrofilico (SIGMA-ALDRICH®, 2013b).

Apds 3 minutos de repouso, as solugdes foram homogeneizadas por 5 segundos em agitador
de tubos tipo vortex e mantidos por uma hora em condicdo de repouso a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 550 L por tubo da solucéo Lysis Solution 2 composta por: 85,6 mg/mL
de sacarose (Synth®, nimero CAS 57-50-1); 15 mg/mL de &cido citrico (MERCK®, nimero CAS 77-
92-9); 0,4 pM de SYTOX® Green em 4gua deionizada. Transcorrido 3 minutos os tubos foram
agitados novamente por 5 segundos, apos 30 minutos de repouso em temperatura ambiente, 0s tubos
foram mantidos a 4 °C e ao abrigo da luz (BRYCE et al., 2007).

Para a andlise em citbmetro de fluxo, as amostras a temperatura ambiente foram
ressuspendidas vagarosamente. A aquisi¢do dos eventos pelo equipamento foi realizada por um feixe

de laser a 488 nm de excitagdo. O SYTOX® Green e 0 EMA que corresponderam ao FITC e PerCP-
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Cy5-5, que emitiram fluorescéncias coletadas nos A 530 e 670 nm, respectivamente. A fluorescéncia
foi medida no equipamento FACSCanto™ II (BD Biosciences®), Figura 33, e analisada no software
FlowJo. E importante destacar que, a incidéncia de microndcleos foi determinada por meio da
aquisicdo de pelo menos 10.000 eventos por amostra na regido das células nucleadas.

ek
~~
-

@A) ®)
Figura 33 - (A) citdmetro de fluxo FACSCanto™ Il (BD Biosciences®). (B) em destaque o tubo de
citdbmetro com a amostra

A analise estatistica dos resultados obtidos da % de microntcleos e a % das fases do ciclo
celular (subG1, G1, S e G2) foram verificados conforme descrito no item 4.2.9.

4.2.8 Atividade antioxidante intracelular

O estado oxidativo das células WS1 tratadas com os 6leos essenciais foi verificada por meio
da sonda 2’7 'dichlorofluorescein diacetate (SIGMA®, nlimero CAS 2044-85-1). As amostras
desse ensaio foram: os 6leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus (quimiotipos: Cananéia,
Cataia e Morro Grande) e Minthostachys setosa nas concentragdes (item 4.2.5) de 0,028 e 0,04
mg/mL; o controle do polissorbato 20 na proporcédo de 10% (v/v) em relacdo a quantidade do 6leo
essencial; o controle de células com sonda; e o controle de células sem sonda. Foram realizados trés
ensaios independentes e para cada um deles foram realizadas trés repeticdes por amostra.

Cerca de 5000 células WS1 foram semeadas, por poco em placas de 96 pogos (0,28 cn? de
&rea / pogo, Corning®), em meio RPMI10 (item 4.1) e incubadas (item 4.2) até atingirem a
confluéncia. Em seguida os pogos foram lavados duas vezes com a solugdo de PBS pH 7.4 e
adicionados por poco 20 uM da sonda diluida em DMSO (MERCK®, niimero CAS 67-68-5). Para
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o controle de células sem sonda, adicionou-se por pogo cerca de 20 pL de HBSS Hank's Buffered
Salt Solution (Gibco®, nimero de catalogo 14025076) (SAUER et al., 2003).

Apds 20 minutos de incubacdo, foram adicionadas as amostras, preparadas em HBSS, nos
pocos. Transcorrido 1 hora de incubacgdo, as células foram lavadas com solucéo de PBS e foram
adicionados 30 pL da solugdo de tripsina 0,05 % (p/v) / EDTA 0,02 % (p/v). As células foram
incubadas, por aproximadamente 5 minutos, ou até o descolamento celular, procedimento esse visto
ao microscopio invertido (SAUER et al., 2003). Em seguida foram adicionados 100 uL de HBSS e
a fluorescéncia foi determinada no citémetro de fluxo para placas (Gava Easy Cyte HT, Millipore®),
Figura 34. A aquisicao dos eventos pelo equipamento foi realizada por um feixe de laser a 488 nm
de excitacdo e a analise dos 5000 eventos adquiridos foi realizada pelo software InCyte v.2.2.2. A
analise estatistica dos resultados obtidos de ERO intracelular foi verificada conforme descrito no
item 4.2.9.

Figura 34 - Citémetro de fluxo de placas (Gava Easy Cyte HT, Millipore®)

4.2.9 Analise estatistica
Para 0 ensaio de comparacdo dos corantes MTS/PMS e NR utilizados nas técnicas de
detecgdo de viabilidade celular (item 4.2.4), foi realizada a analise estatistica dos resultados pelo
teste de equivaléncia TOST (LOURENCO; PINTO, 2012). Foi considerado um intervalo de
confianga de 90 % e diferenca cientificamente significante A de 20 %, calculado a partir da média
de todos os valores de 1Cs, tanto MTS/PMS quanto NR.
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A andlise realizada entre os valores de 1Csp 24 e 48 horas para cada amostra de 6leo
essencial foi por meio do teste t pareado que, compara as médias de dois grupos correspondentes,
assumindo que a distribuicdo das diferencas antes e depois segue uma distribuicdo de Gauss
(MUTH, 2006). O intervalo de confianca utilizado foi de 95 %.

No ensaio de fototoxicidade, os valores obtidos de PIF para todas as amostras foram
submetidos a analise de variancia ANOVA One-way, que é normalmente utilizada para testar a
hipGtese geral que ndo existem diferengas entre as medias dos tratamentos, sendo esses valores
considerados significativos, p < 0,05, no trabalho (FESTING, 2001). A diferenca estatistica entre 0s
grupos foi verificada no teste Bonferroni com intervalo de confianca de 95 %.

No ensaio MNvit classico de leitura das ldminas e por citometria de fluxo, os resultados
obtidos nas amostras sem e com S9 foram analisadas separadamente. Os valores de CBPI foram
submetidos a analise de variancia ANOVA One-way e teste Dunett’s, que Vverifica a diferenca de
cada media das amostras com o controle, no intervalo de confianga de 95 %. Os valores de Rl,
frequéncia e micronucleo, % de micronucleo e % das fases do ciclo celular (subGl, G1, S e G2)
foram também submetidos a analise ANOVA One-way, porem, a diferenca estatistica entre 0s
grupos foi verificada no teste Bonferroni com intervalo de confianca de 95 %.

Para os valores de ERO, obtidos no ensaio da atividade antioxidante intracelular, foi
realizada a analise de variancia ANOVA One-way e teste Dunett’s, no intervalo de confianca de 95
%.

Salienta-se que com excecdo do teste de equivaléncia TOST que foi realizado no

Microsoft Excel, as demais analise foram feitas no GraphPad Prism® versdo 5.0
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO
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Os 06leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus, obtidos por hidrodestilagdo, foram
reunidos conforme a sua procedéncia e apresentaram rendimento médio de 2,7074 % (p/p) para
Cananéia, 1,1546 % (p/p) para Cataia e 0,9058 % (p/p) para Morro Grande. Custddio e
colaboradores (2010) obtiveram o rendimento de 1 % para o 6leo essencial da Pimenta
pseudocaryophyllus, coletada no estado do Parand, valor esse inferior em no minimo 15 % aos
obtidos nos quimiotipos Cananéia e Cataia. O 6leo essencial da Drimys brasiliensis Miers, também
obtido por hidrodestilacdo, resultou no rendimento médio 0,3042 % (p/p). Destaca-se que este valor
corrobora com a pesquisa de Limberger e colaboradores (2007) que obtiveram os rendimentos de
0,4% a 15 % e de 0,3 % a 0,4 % respectivamente, para 0s 6leos essenciais das espécies Drimys
brasiliensis Miers e Drimys angustifolia Miers, coletadas no estado do Rio Grande do Sul.

Ressalta-se que, podem ocorrer diferengas tanto no rendimento quanto na composicao
quimica dos Oleos essenciais descritos na literatura € 0s obtidos neste presente estudo. Essas
divergéncias ocorrem devido aos aspectos ambientais (ou edaficos) extrinsecos a biologia vegetal,
como as diferencas entre 0 solo e o clima dos locais onde as plantas foram coletadas, resultando em
produtos de extracdo e metabolitos secundarios que podem variar na quantidade e composicdo
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009).

A analise da composicdo quimica dos dleos essenciais deste estudo foi realizada pelo Prof.
Dr. Paulo Roberto Hrihorowitsch Moreno, por meio da cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (CG/SM), apresentada nos ANEXOS B, C,D,E e F.

Os compostos majoritarios identificados no 6leo essencial da Minthostachys setosa
(ANEXO B) foram os monoterpenos monociclicos pulegona com 28,6 % e mentona com 12,6%.
Na literatura, encontram-se estudos relacionados a presenca desses monoterpenos como compostos
majoritarios, e as atividades antimicrobiana e inseticida dos éleos essenciais desse género. A
importancia etnobotéanica dessa planta se deve ao uso pela populacdo andina, como inseticida para
proteger culturas de batata e como conservante para armazena-las (SENATORE, 1998; HOLGUIN,
2005). Fournet e colaboradores (1996) atribuiram a acdo inseticida do Oleo essencial da espécie
Minthostachys mollis var. mandoniana (Brigq.) Schmidt-Leb. (SCHMIDT-LEBUHN, 2008) a
presenca dos compostos majoritarios pulegona com 25,5 % e mentona com 24,85 %. Com relacéo a
atividade antimicrobiana destaca-se que: na espécie Minthostachys verticillata, De Feo e
colaboradores (1998) identificaram 37,8 % de pulegona e 29,2 % de mentona, enquanto para Primo
e colaboradores (2001) os valores quantificados foram 44,56 % de pulegona e 39,51 % de mentona;

e na espécie Minthostachys mollis, Mora e colaboradores (2009) identificaram a presenca de 55,2 %
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de pulegona e 31,5 % de mentona. Frente a esse cenario, pode-se atribuir a atividade antimicrobiana
desse 0Oleo essencial a presenca dos monoterpenos pulegona e mentona -(PINTO, 2010).

Os Oleos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus, procedentes de trés regides,
apresentaram composi¢cdes quimicas distintas (ANEXOS C, D e E), sendo estes tratados como
variedades quimicas ou quimiotipos, devido as diferentes expressdes de suas vias metabdlicas
(CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2009). Entretanto, o eugenol classificado como
fenilpropanoide alibenzeno, foi 0 composto majoritario comum entre 0s quimiotipos com 31,5 %
para Canan€ia, 17,9 % para Cataia e 19,6 % para Reserva Morro Grande. Lima e colaboradores
(2006) verificaram nos 6leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus das localidades no estado
de Séo Paulo, llha do Cardoso e Paranapiacaba respectivamente a presenca de 71,9 % de eugenol e
94,6 % de 4-metil-eugenol, e a esses compostos os autores atribuiram a atividade antimicrobiana.
Assim como, Custodio e colaboradores (2010) também verificaram alta atividade antimicrobiana
nessa planta, que apresentou 92,59 % de eugenol. Ressalta-se que, além das atividades
antimicrobianas é atribuida ao eugenol a atividade antioxidante (JAGANATHAN; SUPRIYANTO,
2012).

A identificacdo quimica do Oleo essencial da Drimys brasiliensis apresentou 23,4 % do
monoterpeno biciclico a-pineno e 21% do sequisterpeno ciclocolorenona. Limberger e colaboradores
(2007, 2008) sugeriram a ciclocolorenona da Drimys brasiliensis como marcador quimico na
identificacdo da espécie, pois apresentaram esse Sequisterpeno como composto majoritario com
28,3 % para 0 0leo essencial proveniente das cascas e 16 % para aquele proveniente das folhas.
Dognini (2012) verificou que dentre os ativos presentes no 6leo essencial da Drimys angustifolia a
ciclocolorenona quando isolada apresentou expressiva atividade antimicrobiana para o valor de 219
ug/mL referente a CMI. Essa atividade antimicrobiana também foi verificada para diferentes fractes
do extrato vegetal da espécie Drimys brasiliensis, que resultou nos valores 3 e 25 pug/mL para CMI
(MALHEIROS et al., 2005).

Visto que, assim como a atividade antimicrobiana é pautada nos valores de CMI
representados por determinada massa (p1g) a cada 1 mL da amostra, os valores de IC podem ser
representados em mg/mL. Para calcular esses valores é necessaria a determinacdo da densidade
relativa das amostras avaliadas. Salienta-se que os 6leos essenciais de uma mesma espécie podem
apresentar diferencas nos valores de densidade relativa, pois como ja discorrido, esses podem
apresentar diferentes composi¢cdes quimicas. Para o 0leo essencial da Minthostachys setosa o valor

da densidade relativa foi de 0,91178 g/mL, segundo Pinto (2010). Para os demais 6leos essenciais
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os valores obtidos da densidade relativa (Tabela 4) foram: 0,9090 mg/mL para Cananeia; 0,8930
mg/mL para Cataia; 0,8482 mg/mL para Morro Grande; 0,9104 mg/mL para Drimys brasiliensis; e
0,8916 mg/mL para bergamota.

Tabela 4 - Média da massa (g) a cada 0,5 mL do 6leo essencial, desvio padrao (DP) da massa e a
densidade relativa (dR) a 25 °C para Oleos essenciais Pimenta pseudocaryophyllus, Drimys
brasiliensis e bergamota

Oleo essencial Media da massa (0) DP aR
acada 0,5 mL (g/mL)

Pimenta pseudocaryophyllus 0,4545 0,001 0,9090
*Cananéia
Pimenta pseudocaryophyllus 0,4465 0,002 0,8930
*Cataia
Pimenta pseudocaryophyllus 0,4241 0,002 0,8482
*Morro Grande
Drimys brasiliensis 0,4552 0,004 0,9104
Bergamota 0,4458 0,002 0,8916

* quimiotipos

Desse modo, com os valores da densidade relativa dos 6leos essenciais foi possivel calcular
as concentracdes dessas amostras utilizadas nos ensaios, como por exemplo, na disperséo do 0leo
essencial em meio de cultura. Nesse ensaio, inicialmente foram utilizadas as misturas A e B do 0leo
essencial da Minthostachys setosa (item 4.2.3) em meio de cultura, que ndo apresentaram
solubilidade (Tabela 1), nas diluicbes de 1:10, 1:50 e 1: 1000 referentes a 24 e 48 horas a 37 °C(item
4.2.3). A baixa densidade somada a insolubilidade do 6leo essencial fez com que houvesse a
formacédo de um halo sobre 0 meio de cultura (Figuras 35 e 36), comprovando que houve separacdo

de fases, portanto a ndo homogeneidade nas diluicdes.

Avaliacgdo in vitro da toxicidade de 6leos essenciais da flora Latino-americana candidatos ao uso em cosméticos



81
RESULTADOS e DISCUSSAO

A) (B)
1:10 1:50 1:1000 1:10 1:50 1:1000
Figura 35 - DiluicOes seriadas da mistura A em meio de cultura. (A) apds 24 horas de em estufa. (B)

apds 48 horas em estufaa 37 °C
B) ‘

A)
1:10 1:50 1:1000 1:10 1:50 1:1000

Figura 36 - DiluigBes seriadas da mistura B em meio de cultura. (A) apos 24 horas em estufa. (B)
apos 48 horas em estufa a 37 °C

Conforme a Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010b, p. 57) “a solubilidade
indicada ndo deve ser tomada no sentido estrito de constante fisica, porém, complementa e
corrobora com os demais ensaios, podendo ter um valor definitivo caso a substancia ndo apresente a
solubilidade minima exigida, principalmente, no solvente agua”. Frente a instabilidade das misturas
dos Gleos essenciais no meio de cultura, recorreu-se aos conceitos de emulsdes farmacéuticas.
Assim, baseado na teoria do EHL de Griffin (1949), o uso do agente solubilizante o tensoativo
polissorbato 20 (monolaurato de sorbitano) de EHL 16,7, pode gerar uma dispersdo estavel dos

6leos essenciais no meio de cultura.
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Desse modo, as dispersdes dos 6leos essenciais obtidas com polissorbato 20 em meio de
cultura (D10 e RPMI10), permitiram que a estabilidade fosse alcancada por meio de dispersoes
claras, translicidas a vista desarmada e sem a presenca de precipitados (ICCVAM, 2006). Entre as
dispersbes avaliadas ap0s 24 e 48 horas (item 4.2.3), as que se apresentaram melhor estabilidade
foram: C1 para Minthostachys setosa (Figura 37); C2 para Cananéia (Figura 38); C3 para Cataia
(Figura 39); C4 para Morro Grande (Figura 40); C5 para Drimys brasiliensis (Figura 41); e C6 para
a bergamota (Figura 42).

24 horas — Meio de cultura D10 48 horas - Meio de cultura D10

24 horas — Meio de cultura RPMI10 48 horas - Meio de cultura RPMI10

Dipersao Al = 82,90 mg/mL de 6leo essencial, 45,00 pg de polissorbato 20/mL
Dipersao B1 = 8,30 mg/mL de dleo essencial, 4,50 pg de polissorbato 20/mL
Dipersao C1 = 0,83 mg/mL de 6leo essencial, 0,45 pg de polissorbato 20/mL

D = Meio de cultura controle

Figura 37 - Dispersdes do 6leo essencial da Minthostachys setosa + polissorbato 20 + meio de
cultura (D10 e RPMI10) nos periodos de 24 e 48 horas
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24 horas — Meio de cultura D10 48 horas - Meio de cultura D10
24 horas — Meio de cultura RPMI10 48 horas - Meio de cultura RPMI10

Dipersdo A2 = 82,80 mg/mL de 6leo essencial, 45,00 g de polissorbato 20/mL
Dipersédo B2 = 8,30 mg/mL de 6leo essencial, 4,50 pg de polissorbato 20/mL
Dipersdo C2 = 0,83 mg/mL de 6leo essencial, 0,45 g de polissorbato 20/mL

D = Meio de cultura controle

Figura 38 - Dispersdes do 0leo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus (Cananéia) +
polissorbato 20 + meio de cultura para as células (D10 e RPMI10) nos periodos de 24 e 48 horas
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24 horas — Meio de cultura D10 48 horas - Meio de cultura D10

24 horas — Meio de cultura RPMI10 48 horas - Meio de cultura RPMI10

Dipersdo A3 = 77,11 mg/mL de 6leo essencial, 45,00 g de polissorbato 20/mL
Dipersédo B3 = 7,71 mg/mL de 6leo essencial, 4,50 ug de polissorbato 20/mL
Dipersdo C3 = 0,77 mg/mL de 6leo essencial, 0,45 pg de polissorbato 20/mL

D = Meio de cultura controle

Figura 39 - Dispersdes do Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus (Cataia) +
polissorbato 20 + meio de cultura (D10 e RPMI10) nos periodos de 24 e 48 horas
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24 horas - Meio de cultura D10 48 horas - Meio de cultura D10
24 horas — Meio de cultura RPMI10 48 horas - Meio de cultura RPMI10

Dipersdo A4 = 81,19 mg/mL de 6leo essencial, 45,00 g de polissorbato 20/mL
Dipersédo B4 = 8,12 mg/mL de 6leo essencial, 4,50 pg de polissorbato 20/mL
Dipersdo C4 = 0,81 mg/mL de dleo essencial, 0,45 g de polissorbato 20/mL

D = Meio de cultura controle

Figura 40 - Dispersdes do 6leo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus (Morro Grande) +
polissorbato 20 + meio de cultura (D10 e RPMI10) nos periodos de 24 e 48 horas
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24 horas — Meio de cultura RPMI10 48 horas - Meio de cultura RPMI10

Dipersdo A5 = 102,70 mg/mL de 6leo essencial, 45,00 pug de polissorbato 20/mL
Dipersédo B5 = 10,30 mg/mL de dleo essencial, 4,50 pug de polissorbato 20/mL
Dipersédo C5 = 1,03 mg/mL de 6leo essencial, 0,45 g de polissorbato 20/mL

D = Meio de cultura controle

Figura 41 - Dispersdes do 6leo essencial da Drimys brasiliensis + polissorbato 20 + meio de cultura
(D10 e RPMI10) nos periodos de 24 e 48 horas

24 horas — Meio de cultura D10 48 horas - Meio de cultura D10

Dipersdo A6 = 81,06 mg/mL de 6leo essencial, 45,00 pg de polissorbato 20/mL
Diperséo B6 = 8,11 mg/mL de 6leo essencial, 4,50 ug de polissorbato 20/mL
Diperséo C6 = 0,81 mg/mL de 6leo essencial, 0,45 ug de polissorbato 20/mL

D = Meio de cultura controle

Figura 42 - Dispersdes do 6leo essencial da bergamota + polissorbato 20 + meio de cultura (D10 e
RPMI10) nos periodos de 24 e 48 horas

Diante desses resultados, o polissorbato 20 foi considerado como dispersante ideal dos 6leos
essenciais em meio de cultura devido a estabilidade das dispersdes somada a sua baixa toxicidade
(Final Report [...], 1984). Assim, ao utilizar as dispersdes C1, C2, C3, C4, C5 e C6 como tomada
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de ensaio para os testes biologicos, pode-se nessas condicBes garantir que os Oleos essenciais
estejam dispersos e em contato com as células.

Com o intuito de utilizar o corante MTS/PMS em substituicdo ao NR (OECD/GD 129,
2010; OECD 432, 2004) foi verificada a equivaléncia entre esses agentes colorimétricos por meio
da analise estatisticas dos resultados de 1Cs, obtidos nos testes de citotoxicidade do 6leo essencial
da bergamota, na linhagem BALB/3T3 clone A31. Os valores de ICsy tanto para 0 método com
MTS/PMS quanto para 0 com NR, demonstrados na Tabela 5, foram calculados pelo Programa
PHOTOTOX® (2013). Ressalta-se que, para o controle do polissorbato 20 em ambos 0s métodos
nao foi obtido o valor de 1Cs, pois, a viabilidade celular foi superior a 90 %, refletindo dessa forma,

a auséncia de interferéncia na viabilidade celular do dleo essencial da bergomota.

Tabela 5 - Valores de ICsy (mg/mL) do 6leo essencial de bergamota submetido aos métodos de
deteccdo da viabilidade celular por MTS/PMs e NR em cinco experimentos independentes

] 1Cs (mg/mL) 1Cs (mg/mL)
Experimento
MTS/PMS NR
1 0,325+ 0,006 0,314 + 0,005
2 0,309 + 0,004 0,326 = 0,005
3 0,186+ 0,011 0,230 + 0,009
4 0,190 + 0,002 0,182+ 0,001
5 0,232 + 0,005 0,229 + 0,002

Esses valores de ICsp (Tabela 5) foram submetidos ao teste de equivaléncia TOST que,
classificou os dois métodos como equivalentes. Na analise estatistica o p-valor foi de 0,007 e para A
de 20 % o valor foi de 0,05. Ressalta-se que, por se tratar de um ensaio biologico, o valor de A
aplicado a andlise estatistica encontra-se adequado e em concordancias também com os ensaios de
bioequivaléncia que preconizam o valor de * 20 e utilizam como reagente biol6gico participantes de
pesquisa (LOURENCO; PINTO, 2012; MUTH, 2006). Com relacdo aos valores médios da 1Cs do
6leo essencial de bergamota, para MTS/PMS foi de 0,2484 + 0,0056 (mg/mL) e para NR foi de
0,2562 + 0,0044 (mg/mL). Adicionalmente, verificou-se na literatura que Villa e colaboradores
(2009) encontraram similaridade entre os valores de 1Csy do Oleo essencial da Salvia somalensis
Vatke na linhagem celular NCTC 2544 de queratindcitos humanos normais, que corresponderam a
6,2940 + 0,2120 (mg/mL) para MTT e 6,315 + 0,9835 (mg/mL) para NR. Assim, devido a
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equivaléncia demonstrada entre os métodos, o corante MTS/PMS foi eleito para a realizacdo dos
ensaios, Vvisto que possui facil manipulacédo quando comparado ao NR.

Nos ensaios de viabilidade celular em geral, a relacdo entre dose-resposta da maioria dos
endpoints farmacoldgicos e toxicoldgicos, apresenta uma resposta néo linear geralmente no formato
sigmoide, que pode ser linearizada através da conversdo logaritmica dos valores no eixo da abscissa.
A determinacdo das concentragbes de amostras testadas em progressdo geométrica € também
indicada, em detrimento da progressdo aritmética, ja que a mesma possibilita a distribuicdo
igualitaria dos pontos testados (NIH, 2001). Nesse contexto, segundo APPENDIX F - Decimal
Geometric Concentration Series do Guidance Document on Using In Vitro Data to Estimate In
Vivo Starting Doses for Acute Toxicity, a utilizacdo de séries geométricas decimais permite que
experimentos independentes possam ser comparados mesmo quando utilizadas concentracfes
diferentes.

Para a citotoxicidade na linhagem BALB/3T3 clone A31 foram realizados cinco ensaios
independentes, com no minimo duas concentragdes iguais e as restantes diferentes, obtidas a partir
de séries geométricas decimais, segundo o item 4.2.5. No 6leo essencial da Minthostachys setosa
(Figura 43), verificou-se que a concentracdo de 0,028 mg/mL, referente a CMI, apresentou
viabilidade celular superior a 90 % tanto para 24 quanto para 48 horas. O mesmo ocorreu na
concentracao de 0,044 mg/mL, referente a CMI estimada da Pimenta pseudocaryophyllus, para 0s
quimiotipos Cananéia (Figura 44), Cataia (Figura 45) e Morro Grande (Figura 46) em 24 e 48 horas.
Para a Drimys brasiliensis (Figura 47) concentracdes até 0,083 mg/mL nos ensaios em 24 e 48
horas promoveram a viabilidade celular superior a 90 %. Frente aos resultados, essas concentracoes
estudadas correspondem a concentragdo maxima ndo toxica, segundo Castell e colaboradores
(2000).
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Figura 43 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem BALB/3T3 clone A31 ap6s a
exposicdo ao 6leo essencial da Minthostachys setosa por 24 (A) e 48 horas (B)
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Figura 44 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem BALB/3T3 clone A3l apés a
exposicdo ao Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cananéia por 24 (A) e 48

horas (B)
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Figura 47 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem BALB/3T3 clone A31 ap6s a
exposi¢ao ao Oleo essencial da Drimys brasiliensis por 24 (A) e 48 horas (B)

Avaliacgdo in vitro da toxicidade de 6leos essenciais da flora Latino-americana candidatos ao uso em cosméticos



91
RESULTADOS e DISCUSSAO

De acordo com o Guidance Document on Using Cytotoxicity Tests to Estimate Starting
Doses for Acute Oral Systemic Toxicity Tests (OECD/GD 129, 2010), para que 0 ensaio seja
considerado aceitavel pelo menos uma das concentracdes avaliadas devem apresentar citotoxicidade
>0 % e <50% de viabilidade celular, e citotoxicidade > 50% e < 100%. Frente a esses parametros,
foi verificado que as curvas dose-resposta (Figuras 43 a 47) possuem valores que estdo em
conformidade com os critérios de aceitabilidade. Desse modo, foi possivel obter os valores de ICs €
o coeficiente de determinagdo (R) das curvas para as amostras em contato com as células por 24 e
48 horas, Tabelas 6 e 7. Os valores de R? apresentaram valores médios maiores que 0,85 indicando
que mais de 85% dos valores observados podem ser aplicados a esse modelo.

Tabela 6 - Valores de, R? das curvas e ICs, com suas respectivas médias e desvio padrdo (DP) para
6leos essenciais da Minthostachys setosa; Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia, Cataia e Morro
Grande; e Drimys brasiliensis; para os cinco ensaios independentes com 24 horas de contato das
amostras na linhagem BALB/3T3 clone A31

Oleo essencial da Minthostachys setosa — 24 horas

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3  Ensaio4  Ensaio5 Meédia DP
ICso 0,4978 0,4726 0,5728 0,5501 0,4946 0,5176 0,0375
R 0,9838 0,9496 0,9829 0,8286 0,9227 - -

Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cananéia — 24 horas

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3  Ensaio4  Ensaio5 Meédia DP
ICso 0,5321 0,4294 0,5295 0,4612 0,4871 0,4879 0,0395
R 0,9348 0,8972 0,8134 0,6511 0,9783 - -

Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cataia — 24 horas

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3  Ensaio4  Ensaio5 Média DP
ICso 0,2061 0,3721 0,4793 0,4532 0,3707 0,3763 0,0954
R 0,9601 0,9567 0,9197 0,7427 0,9959 - -

Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Morro Grande — 24 horas

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3  Ensaio4  Ensaio5 Média DP
ICso 0,4587 0,5155 0,3071 0,3071 0,2599 0,3697 0,0991
R 0,9845 0,9691 0,9568 0,9568 0,9802 - -

Oleo essencial da Drimys brasiliensis — 24 horas

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3  Ensaio4  Ensaio5 Média DP
ICso 0,1446 0,1609 0,1590 0,1599 0,1185 0,1486 0,0162
R 0,9671 0,8207 0,8309 0,8444 0,9236 - -

Considerou-se um intervalo de confianca de 95%
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Tabela 7 - Valores de, R? das curvas e ICs, com suas respectivas médias e desvio padrdo (DP) para
6leos essenciais da Minthostachys setosa; Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia, Cataia e Morro
Grande; e Drimys brasiliensis; para os cinco ensaios independentes com 48 horas de contato das
amostras na linhagem BALB/3T3 clone A31

Oleo essencial da Minthostachys setosa — 48 horas

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Média DP

1Cso

0,4886 0,4773 0,5521 0,5709 0,5105 0,5199 0,0361

RZ

0,9848 0,9937 0,9945 0,7091 0,7246 - -

Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cananéia — 48 horas

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Média DP

ICso

0,6393 0,4380 0,5701 0,3643 0,3015 0,4626 0,1257

R2

0,9890 0,9162 0,9335 0,6893 0,8374 - -

Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cataia — 48 horas

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Média DP

| C50

0,2351 0,3644 0,5374 0,4699 0,3831 0,3980 0,1025

RZ

0,9937 0,9861 0,9353 0,8583 0,9416 - -

Oleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Morro Grande — 48 horas

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Média DP

ICso

0,4429 0,5290 0,3059 0,3061 0,2591 0,3686 0,1011

RZ

0,9962 0,9670 0,9620 0,9166 0,9837 - -

Oleo essencial da Drimys brasiliensis — 48 horas

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Meédia DP

ICso

0,1395 0,1175 0,1330 0,1180 0,1241 0,1384 0,0209

RZ

0,9673 0,8641 0,8776 0,8476 0,9173 - -

Considerou-se um intervalo de confianca de 95%

A aplicabilidade dos valores de ICsy consiste em estimar a DLso, ou seja, a dose de partida

para verificar a letalidade aguda in vivo por meio do teste de toxicidade oral aguda em roedores.

Conforme os guias de determinacéo da dose letal estimada por meio da citotoxicidade (OECD/GD
129, 2010; NIH, 2001; ICCVAM, 2006), o célculo da DLs é realizado com o valor da ICsy de 24

horas. Os valores obtidos de ICsy de 24 e 48 horas para cada amostra dos 0leos essenciais foram

submetidos a analise estatistica, descrita no item 4.2.9, que apresentaram os valores de p-valor e

diferenca entre as meédias conforme Tabela 8. Portanto, ndo houve diferenca significativa

considerando um intervalo de confianca de 95% e p-valor > 0,05. No entanto, foram considerados 0s

valores médios de 1Csq de 24 horas para o célculo da DLs, que resultou em: 1080,45 mg/kg para a

Minthostachys setosa; 1056,96 mg/kg para o quimiotipo Cananéia; 956,62 mg/kg para o quimiotipo

Cataia; 953,32 para o quimiotipo Morro Grande; e 679,19 mg/kg para Drimys brasiliensis.
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Tabela 8 - Valores de p-valor e média das diferencas entre os valores de ICs, 24 e 48 horas para 0s
6leos essenciais da Minthostachys setosa; Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia, Cataia
e Morro Grande; e Drimys brasiliensis

Amostra p-valor diferenca -entre as
(entre ICsy 24 e 1Cs, 48 horas) Médias
Minthostachys setosa 0,7808 -0,002300
Pimenta pseudocaryophyllus 0,6524 0,025220
Cananéia
Pimenta pseudocaryophyllus 0,1161 -0,021700
Cataia
Pimenta pseudocaryophyllus 0,8303 0,001060
Morro Grande
Drimys brasiliensis 0,3922 0,010160

Para os valores estimados de DLs, a partir do ensaio de citotoxicidade, o guia da OECD/GD
129 (2010) cita que a reducdo de 50 % dos animais ocorre com DLsy > 5000 mg/kg. No entanto, a
mesma referéncia cita Bulgheroni e colaboradores (2009) que, em estudo realizado para estimativa
da toxicidade oral aguda de diversas substancias quimicas, os valores de DLsy entre 300 e 2000
mg/kg foram classificados como categoria 4 e considerados seguros. Com essa classificacéo, pode-se
considerar que todos os valores estimados de DLsy dos Oleos essenciais testados sdo seguros,
permitindo a reducdo do numero de animais, caso sejam realizados posteriores ensaios de
toxicicidade oral aguda in vivo. Com esse mesmo intuito, Hayes e Markovic (2002) realizaram o
estudo toxicologico do dleo essencial da Backhousia citriodora e determinaram a DLso, a partir dos
valores de ICsj obtidos no ensaio de citotoxidade em culturas primarias de fibroblastos humanos, nas
linhagens HepG2 de hepatocarcinoma e F1-73 de fibroblastos normais.

Apesar dos guias preconizarem o uso da linhagem celular BALB/3T3 clone A31 no ensaio
de citotoxicidade a viabilidade celular depende, além da amostra, da linhagem a qual a célula foi
desafiada. Assim, com intuito de gerar curvas de dose-resposta dos 6leos essenciais em diferentes
tipos celulares, foram realizados ensaios de citotoxicidade nas linhagens WS1 e CHO-K1. Foi
verificado, que a viabilidade de no minimo de 90 % das células CHO-K1 correspondeu as
concentracbes de: 0,167 mg/mL para Minthostachys setosa (Figura 48A); 0,125 mg/mL para
Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cananéia (Figura 48B); 0,103 mg/mL para Pimenta
pseudocaryophyllus quimiotipo  Cataia (Figura 46C); 0,127 mg/mL para Pimenta
pseudocaryophyllus quimiotipo Morro Grande (Figura 48D); e 0,014 mg/mL para Drimys
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brasiliensis (Figura 48E). Esses valores de concentracGes dos 6leos essenciais foram utilizadas no
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Figura 48 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem CHO-K1 apds 24 horas de
exposicdo aos Oleos essenciais da Minthostachys setosa (A), da Pimenta pseudocaryophyllus
quimiotipos Cananéia (B), Cataia (C), Morro Grande (D) e Drimys brasiliensis (E)

A linhagem celular WS1, demonstrou que a concentracdo de 0,37 mg/mL apresentou

viabilidade celular abaixo de 50 % para todos 0s Gleos essenciais. Entretanto, para a viabilidade

celular acima de 90 % para as concentracBes de 0,028 e 0,044 mg/mL, referentes respectivamente

ao CMI da Minthostachys setosa e da Pimenta pseudocaryophyllus (Figura 49), foram considerados

adequados ao ensaio da atividade antioxidante intracelular.
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Figura 49 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem WS1 apds 24 horas de exposi¢do aos
6leos essenciais da Minthostachys setosa, da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia,
Cataia e Morro Grande

Verifica-se que, dentre todas as linhagens celulares avaliadas, somente na curva dose-
resposta da Figura 49, a concentracdo de 0,028 mg/mL da Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo
Cananéia em células WS1 apresentou viabilidade celular média em torno de 131 %. Esse efeito
estimulador em baixas doses pode remeter ao conceito de hormese, hormesis, utilizado na area de
toxicologia. Que consiste na relagdo dose-resposta que, provoca um efeito inibitorio para doses
elevadas e para doses baixas uma resposta estimulante, podendo ser verificada por meio de aumento
no crescimento celular em 30 + 60 % comparado ao controle (CALABRESE; BALDWIN, 2002).
Segundo Calabrese e Baldwin (2001), a hormese pode gerar efeitos adaptativos e compensatorios
nas células e nos organismos, apos a ruptura na homeostase por agentes exdgenos ou enddgenos,
como parte integrante da funcéo fisiologica normal.

E importante destacar que o ensaio de citotoxicidade dos 6leos essenciais nas células WS1
foi realizado por meio do corante derivado de sal tetrazélio MTT, que como descrito no item 2.3.1, é
reduzido pelo complexo proteico citocromo-oxidase nas mitocondrias de células vidveis. Assim, a
hipdtese da resposta estimulante obtida na concentracéo de 0,028 mg/mL do quimiotipo Cananéia
em células WS1, pode ser baseada no aumento do estresse oxidativo das mitocondrias que, resultou
no aumento da citocromo-oxidase que por sua vez, reduziu mais sais de tetrazdlio a formazana,
gerando uma leitura de absorbancia elevada, consequentemente, uma maior viabilidade. De acordo
com Ristow e Zarse (2010), o aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) dentro

da mitocdndria pode provocar uma reagdo adaptativa, que produz aumento da resisténcia ao estresse
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e uma reducdo do estresse oxidativo em longo prazo, denominado hormese mitocondrial ou
mitohormesis.

Frente ao exposto, h4 a suspeita da existéncia do fendmeno, entretanto ha ainda a
necessidade de mais estudos envolvendo especificamente concentragdes < 0,028 mg/mL da
Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cananéia em células WS1 e em diferentes periodos de
tempo. Assim, sugere-se que os ensaios de viabilidade celular sejam realizados por meio do uso de
outros agentes colorimétricos com mecanismo de agdo independente ao sistema citocromo oxidase,
como por exemplo, o Neutral Red que conforme descrito no item 2.3.1, que se ligam & membrana
lisossomal de células viaveis.

No ensaio de fototoxicidade foram obtidas curvas dose-resposta dos 6leos essenciais (Figura
50) pelo programa PHTOTOTOX®, assim como seus respectivos valores de Photo Irradiation
Fator (PIF). O oleo essencial da bergamota, controle positivo, apresentou o PIF medio de 2,53
(Figura 51), considerado provavelmente fototoxico, de acordo com a classificagdo do guia OECD
432 (2004). O controle negativo LSS (lauril sulfato de sodio) e as amostras dos 6leos essenciais
apresentaram valores do PIF médio menores que 2, sendo entdo classificados como nédo fototdxicos
(Figura 51).
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Figura 50 - Porcentagem de viabilidade das células BALB/3T3 clone A31 as diferentes concentractes
em mg/mL ap6s exposicdo a luz UVA e ao abrigo. As amostras avaliadas foram: Pimenta
pseudocaryophyllus (quimiotipos Cananéia, Morro Grande e Cataia), Minthostachys setosa, Drimys
brasiliensis, LSS o lauril sulfato de sddio (controle negativo) e 6leo de bergamota (controle positivo).

Gréficos elaborados no programa PHOTOTOX®
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Figura 51 - Valores de PIF das células BALB/ 3T3 clone A31 submetidas ao ensaio de
fototoxicidade

Salienta-se que, os resultados do PIF foram submetidos a analise estatistica ANOVA One-
way e teste Bonferoni, descritos no item 4.2.9, que apresentou diferenca estatistica significativa
entre os valores obtidos para o 0leo essencial de bergamota, com p-valor < 0,05, comprovando seu
potencial fototoxico quando comparado as demais amostras. Kejlova e colaboradores (2007),
tambeém avaliaram a fototoxicidade do 0leo essencial de bergamota em células BALB/3T3 clone
A3l e assim como no presente trabalho, para o solvente PBS os valores de PIF que apresentaram
provavel fototoxicidade foram entre 2,380 e 3,415. Corroborando com as afirmacfes, segundo
Bakkali e colaboradores (2008), Oleos essenciais, como a Citrus bergamia, possuem em sua
composicao quimica furanocumarinas que na auséncia de luz sdo atdxicas, poréem, na presenca de
luz UV podem promover reagdes toxicas com a producdo de ERO que em desequilibrio com o
metabolismo celular danificam protéinas, lipideos de membrana e macromoléculas celulares,
podendo resultar em danos genéticos.

Para a avaliacdo do potencial genotdxico das amostras dos 6leos essenciais da Pimenta
pseudocaryophyllus (quimiotipos Cananéia, Morro Grande e Cataia), Minthostachys setosa, Drimys
brasiliensis foi realizado o ensaio MNvit. As culturas foram tratadas com citocalisina B, citoB,
que resultaram no bloqueio da citocinese e permitiram a contagem em laminas da frequéncia
relativa de células mononucleadas (CM), multinucleadas (CMu), binucleadas(CB) e a

presenca de micronucleos (MN), Figura 52.
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Figura 52 - Células CHO-K1 submetidas ao teste MNvit e coradas com Giemsa Stain.
Fotomicrografia obtida a partir da observacéo das laminas ao microscopio Optico (Nikon 80I), nos
aumentos de 10x (A) e 20x (B, C, D, E e F) da objetiva. (A) amostra benzopireno (BZP), presenca de
CM, CB, CM com um MN. (B) amostra BZP, presenca de CB. (C) CB com MN. (D) amostra NaCl
sem S9, presenga de CB e CM com MN. (E) amostra NaCl sem S9, presenga de CM, CMu, CB e

uma CB com dois MN. (F) amostra NaCl com S9, presenca de CB com um MN e granulos
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Fenech (2007) cita que o bloqueio da citocinese é um método abrangente para medir a
proliferacdo celular, a citostase, a atividade citotdxica e os danos no DNA. Essas alteracbes por sua
vez, sdo marcadas especificamente nas CB que podem incluir marcadores de alteragbes
cromossdmicas, 0s MN, que foram entdo contabilizados. Segundo o guia da OECD 487 (2010), os
valores de CBPI e RI (Tabela 9) indicam respectivamente, o nimero médio de ciclos que cada
célula sofre apds exposicao a citocalasina B e a cistostase ou a atividade citotdxica.

Tabela 9 - Médias do CBPI (Cytokinesis-Block Proliferation Index) e RI (Replication Index) das
amostras com e sem S9 dos dleos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus (quimiotipos Cananéia,
Morro Grande e Cataia), Minthostachys setosa, Drimys brasiliensis, controle de células, NaCl,
benzo[a]pireno, colchicina e mitomicina C

sem S9 com S9
Amostra CBPI RI (%) CBPI RI (%)
(x erro) (£ DP) (% erro) (x DP)

Controle de células 1,76 +0,01 - 1,75+ 0,01 -
Controle negativo NaCl 285*+0,01 11989+1120 2,70£0,01 9949+ 18,15
Controle clastogénico mitomicina C 1,66+0,01 86,90 +5,45 - -
Controle clastogénico benzo[a]pireno - - 2,67+0,01 101,73+3,27
Controle aneugénico colchicina 2,73*+0,01 112,21+8,46 - -
Controle do polissorbato 20 1,77£0,01 10098+0,27 2,26+0,01 10244+ 3,87
P. pseudocaryophyllus, Cananéia 1,79+0,01 1039%5,78 2,65+0,01 10225+1,00
P. pseudocaryophyllus, Morro Grande  1,77+0,01 100,85+ 3,55 227+0,01 106,30+ 5,55
P. pseudocaryophyllus, Cataia 167+0,01 88,07 +£9,47 2,14+0,01 88,98+4,58
Minthostachys setosa 157+£0,01 7506+18,64 221+0,01 96,40+8,74
Drimys brasiliensis 1,70+ 0,01  91,79%4,73 2,33+£0,01 11530+4,73

(*) p-valor < 0,05/ DP: desvio padrao

Verifica-se na Tabela 9, os valores de CBPI e os erros obtidos pelo modelo estatistico
Poisson (MARGOLIN et al., 1986), que foram de 0,01 para todas as amostras, comprovando dessa
forma, que houve homogeneidade entre as leituras das ldminas (item 4.2.7). Pela analise estatistica
ANOVA One-way e teste de Dunett’s, item 4.2.9, para amostras com S9 foi verificado que 0s
resultados de CBPI quando comparados ao respectivo controle de células, ndo houve aumento no
namero de ciclos dessas amostras, pois, nao apresentaram diferenca estatistica significativa, com p-
valor > 0,05. Para a analise estatistica dos valores de CBPI sem S9, também comparados a seu

respectivo controle de células, verificou-se a diferenca estatistica significativa com p-valor <
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0,05 para NaCl e colchicina, comprovando que houve um aumento no nimero de ciclos dessas
amostras.

Segundo Parry e Sors (1993), para o controle positivo colchicina é esperado o efeito
aneugénico por meio de alteragdes no nimero de cromossomos e consequente alteracéo no ciclo
celular (ndo disjungdo). O CBPI obtido de 2,73 + 0,01 para esse controle positivo sugere-se que
ndo houve mudanca no ciclo celular quando comparado as demais amostras, apresentando
efeito ndo esperado com o aumento no nimero de ciclos celulares. De acordo com Kirsch-
Volders e colaboradores (1997), a colchicina pode apresentar expressivas alteracGes
cromossdmicas proporcionais ao aumento das concentracfes avaliadas. Nessa pesquisa, 0S
autores identificaram que na avaliacdo do potencial genotdxico, concentracdes entre 0,025 e
0,038 uM apresentaram a frequéncia de aproximadamente 50 % de nédo disjuncédo. Frente a
esse comportamento da colchicina, verificou-se que a concentragédo testada de 0,08 pg/mL,
que corresponde 0,02 uM, néo foi suficiente na expressao de efeitos aneugénicos.

Com relagéo aos valores de RI, Tabela 9, foi verificada na analise estatistica que as
amostras com e sem S9, quando comparadas a seus respectivos controle de celulas, ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa com p-valor > 0,05. De acordo com 0 OECD 487
(2010), o RI é uma forma de comparacao do numero de células binucleadas, multinucleadas e
o total de células que se encontram em processo de divisdo. Valores de RI de 50 + 5% podem
provocar danos cromossdmicos como efeito secundario a citotoxicidade, assim quanto maior
o RI, menor serd a quantidade de celulas citostaticas, consequentemente, menor sera a
citotoxicidade da amostra. Na Tabela 9, para todas as amostras os valores de RI foram
superiores a 50 % resultando em baixas quantidades de células citostaticas, garantindo a
integridade celular durante o ensaio.

De acordo com Diaz e colaboradores (2007), a formacdo de MN é uma caracteristica da
toxicidade genética, e o ensaio MNvit é uma ferramenta importante para a triagem desse
atributo. Assim, nesse trabalho foi avaliado o potencial genotoxico das amostras com e sem

S9, por meio da porcentagem da frequéncia de MN, Figura 53.
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Figura 53 — Média da porcentagem da frequéncia de MN na linhagem CHO-K1 expostas aos 6leos
essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus (quimiotipos Cananéia, Morro Grande e Cataia),
Minthostachys setosa, Drimys brasiliensis, controle de células, NaCl, benzo[a]pireno, colchicina e
mitomicina C. (A) amostras sem S9. (B) amostras com S9

Na analise estatistica ANOVA One-way e teste Bonferroni, item 4.2.9, para as amostras
sem S9 foi verificado que todos os resultados da porcentagem da frequéncia de microntcleo (%
FMN) quando comparados entre si, apresentaram diferenca estatistica significativa com p-valor <
0,05 para a mitomicina C (MTMC), referente ao controle positivo clastogénico. Na analise da %
FMN entre as amostras sem S9, verificou-se diferenca estatistica significativa com p-valor < 0,05
para o benzo[a]pireno (BZP), controle positivo clastogénico.

Segundo Diaz e colaboradores (2007), na analise da % FMN foram considerados como
resultados positivos aqueles que apresentaram diferenca estatistica significativa com p-valor < 0,05
e quando comparados ao controle corresponderam a um aumento > 3 vezes na % FMN. Os mesmos
autores classificaram como um resultado “fracamente positivo” aqueles que, além da diferenca
estatistica significativa (p-valor < 0,05), quando comparados ao controle corresponderam a um
aumento > 2 vezes ¢ aumento < 3 vezes na % FMN.

Frente a essa recomendacdo, verificou-se nas amostras sem S9 que, somente a MTMC foi
classificada como positiva, pois, sua % FMN apresentou um aumento de 5 vezes, quando
comparada a seu respectivo controle de células (CC), valor esse calculado a partir dos valores
médios das % FMN de 5 % paraa MTMC e 0,93 % para o CC. Para as amostras com S9, somente

0 BZP foi classificado como fracamente positivo, uma vez que, o valor médio da % FMN
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apresentou um aumento de 2 vezes, quando comparado ao seu respectivo CC, calculado a partir das
medias da % FMN de 2,3 % paraa MTMC e 1,14 % parao CC.

De acordo com o guia da OECD 487 (2010), um resultado positivo no ensaio MNvit indica
que a substancia induz a perda de quebras cromossomicas. Um resultado negativo indica que, nas
condigOes de ensaio utilizadas, a substancia em estudo néo induz quebras cromossomicas e / ou de
ganho ou perda de células de mamiferos em cultura. Portanto, nesse presente trabalho, foram
considerados como resultados como potencialmente genotdxicos, a MTMC e o BZP, e como
potencialmente ndo genotdxicos as amostras dos 6leos essenciais Pimenta pseudocaryophyllus
(quimiotipos Cananéia, Morro Grande e Cataia), Minthostachys setosa e Drimys brasiliensis.

Salienta-se que, o guia da OECD 487 (2010) recomenda a avaliacdo de pelo menos
trés concentracdes no ensaio do MNuvit. Considerando que, as concentragdes desses 0leos
essenciais candidatos a conservante natural em cosméticos, como ja discorrido, compreendem
valores referente a concentragéo inibitoria minima (CMI) de 0,028 para a Minthostachys setosa
e 0,044 para a Pimenta pseudocaryophyllus. Assim, as concentragdes analisadas no ensaio do
MNvit foram no minimo duas vezes maiores aos valores de CMI e, compreenderam no minimo 90
% de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade, na linhagem CHO-K1. Para o 0leo essencial
da Drimys brasiliensis, em consonancia com as demais amostras, também foi avaliada a
concentracdo que apresentou no minimo 90 % de viabilidade celular no ensaio de
citotoxicidade, dada a auséncia do valor de CMI para esse 6leo essencial.

Com o intuito de complementar os resultados obtidos no teste do MNvit pelo método
classico de leituras de laminas foi realizado o ensaio de MNvit por citometria de fluxo.
Segundo Nusse e Marx (1997), a citometria de fluxo quando comparada as outras técnicas de
imagem, possui a vantagem de que um grande namero de micronucleos pode ser medido em
intervalos de tempo curtos.

O ensaio do MNvit por citometria de fluxo realizado nesse trabalho, foi baseado no estudo
de Bryce e colaboradores (2007) de incorporar os agentes fluorescentes SYTOX® Green e EMA
(ethidium monoazide). Esse Gltimo marca a cromatina de células necréticas e apoptoticas, durante 0s
estagios intermediario e final do desenvolvimento celular. Adicionalmente, a remoc¢do das
membranas citoplasmaticas permitiu a marcacdo de nlcleos livres, em suspensdo, e de MN apds
adicdo do fluorocromo SYTOX® Green.

A estratégia realizada para determinar a populacéo celular baseou-se nos critérios descritos por

Bryce e colaboradores (2007) para isolar os ntcleos e micronlcleos. Ressalta-se que, a incidéncia de
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micronucleo foi determinada por meio da aquisicdo de pelo menos 10.000 eventos por amostra na
regido das células nucleadas. A Figura 54 mostra a estratégia utilizada com os histogramas obtidos
durante a aquisicdo dos eventos do controle de células, que foram aplicados também para as

amostras dos 6leos essenciais e aos 0s controles positivos e negativos.
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Figura 54 - Histogramas do controle de células sem S9, com a estratégia para determinar a populacdo
celular de CHO-K1 para isolar os ntcleos (N), niicleos com hipodiploidia (H) e microntcleos (MN)
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Os histogramas, Figura 54, ilustram a estratégia utilizada para isolar os nucleos e
micronucleos. Para que esses fossem marcados como eventos, precisaram atingir cada um dos
seguintes critérios: dentro de uma dispersao lateral versus regido dispersdo frontal (Figura 54A);
dentro de uma regido que exclui doublets (Figura 54B); pelo menos 1/100 da fluorescéncia
associada SYTOX® Green como nucleos G1 (Figura 54C); dentro de uma dispers&o frontal versus
SYTOX® Green regi&o de fluorescéncia (Figura 54D); dentro de uma disperséo lateral versus regido
SYTOX® Green fluorescéncia (Figura 54E); EMA-negativo (Figura 54F).

Essa estratégia resultou no histograma (Figura 54G) que quantificou a incidéncia de nucleos
(N), microntcleos (MN) e hipodiploidia (H), que corresponde a nicleos que perderam parte do
ndmero de cromossomos, possivelmente micronlcleos. Estes eventos fechados apresentaram
disperséo de luz e de fluorescéncia caracteristicas de células saudaveis. Dessa forma, foi possivel

quantificar a porcentagem microntcleos a cada 10.000 eventos adquiridos, Figura 55.
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Figura 55 - Porcentagem de microntcleo das células CHO-K1 submetidas as amostras com e
sem S9, por citometria de fluxo

Na analise estatistica ANOVA One-way e teste Bonferroni, item 4.2.9, para as amostras
sem S9 foi verificado que todos os resultados da porcentagem de micronicleo (% MN) a cada
10.000 eventos, quando comparados entre si apresentaram diferenca estatistica significativa com p-
valor < 0,05 para a mitomicina C (MTMC), referente ao controle positivo clastogénico. Na anélise
da % MN entre as amostras sem S9, verificou-se diferenca estatistica significativa com p-valor <

0,05 para o benzo[a]pireno (BZP), controle positivo clastogénico.
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Bryce e colaboradores (2011), em pesquisa dos valores da % MN em células CHO-K1
encontrados na literatura determinaram que, a MTMC em 4 pg/mL possui % MN médio de
5,58 (n = 22) e o controle do solvente DMSO, 1% (v/v), possui valor de % MN médio de 0,75
(n = 102). Nesse mesmo estudo foi obtido o valor meédio de 4,6 % de MN para 0,3 uM de
MTMC (n = 22) e 1,7 % para 0,025 uM de colchicina (n =22). Avlaservich e colaboradores
(2006) encontraram o valor acima de 4 % de MN para 3 pg/mL de BZP na linhagem L5178Y
por meio também da citometria de fluxo.

Com relagdo aos resultados obtidos nesse presente trabalho, foi verificado que os
valores médios da % de MN dos controles positivos, com e sem S9, foram de: 3,25 (n = 3)
para MTMC para 0,05 pg/mL, ou 0,01 uM; 0,96 (n = 3) para 0,02 uM de colchicina; e 3,59
para 0,06 uM, ou 3 pg/mL, de BZP (n = 3). Dessa forma, os valores obtidos para % de MN
nesse experimento se aproximaram dos valores encontrados na literatura, apesar do nimero de
réplicas terem sido menores.

Com base na classificacdo de Diaz e colaboradores (2007), os controles MTMC e BZP
quando comparados ao controle de células (CC) foram considerados positivos para
genototoxicidade. Pois, os valores médios da % de MN além de apresentarem diferenca estatistica
significativa com p-valor < 0,05, foram no minimo 3,8 vezes maiores que o controle de células.

Com relacdo a distribuicdo das fases do ciclo celular, especificamente na interfase
quando ha intenso metabolismo celular, foram identificadas as fases subG1, G1, S e G2. Na
Figura 56, verifica-se 0 modelo do histograma de fluorescéncia do SYTOX® Green (FITC-A),
que foi utilizado para quantificar a distribuicdo do ciclo celular dos ndcleos viaveis da
amostra de controle de células sem S9. Esse histograma foi também aplicado as demais

amostras dos 0leos essenciais e aos controles positivos e negativos.
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Figura 56 - Histograma da distribuicdo quantitativa das fases do ciclo celular (subG1, G1, S e G2) do
ciclo celular do controle de células sem S9

Como citado no item 2.3.3 da revisdo da literatura, apesar dos microntcleos serem formados
durante a mitose, mesmo que ndo tenha havido dano cromossomico durante o ciclo, 0s
microncleos analisados no teste do MNvit sdo de células em interfase (FENECH, 2007). Devido a
importancia dessa analise, foi verificada distribuicdo dos nlcleos de células viaveis em cada fase do
ciclo subG1, G1, S e G2, assim considerou-se a média da % de cada uma dessas fases para cada
amostra, sem e com S9. Apoés andlise estatistica ANOVA One-way e teste Bonferroni, item 4.2.9,
verificou-se que ndo houve diferenca estatistica (p-valor < 0,05) no intragrupo sem S9 e no
intragrupo com S9. Uma vez que, os micronucleos sdo formados durante a interfase, esses
resultados demonstram que houve homogeneidade entre as fases garantindo a confiabilidade do
ensaio.

Com relacdo a fase sub-G1 (Figura 57), que corresponde a fase pré-interfase, essa
apresentou os valores entre 12 e 20 % para as amostras sem S9 e para aquelas com S9 os valores
entre 14 e 25 %. Correspondendo a fase de ativacdo metabdlica e condensacdo dos cromossomos, a
fase G1 (Figura 58) apresentou os intervalos de 21 a 44 % para as amostras sem S9 e de 26 a 46 %
para as com S9. Na figura 59, referente a fase S responsavel pela replicacdo do DNA, verificou-se
que entre as amostras sem S9 os valores foram entre 7,5 e 18 % e para as amostras com S9 0s
valores foram de 6,5 a 17 %. A fase G2 (Figura 60), que antecede a mitose, ocorre 0 crescimento
celular e a intensa producéo de proteinas responsaveis pela mitose, apresentaram valores entre 24 e

44 % para as amostras sem S9 e de 23 a 30 % para as amostras com S9.
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Figura 57 - Porcentagem da distribuicdo da fase subG1 das células CHO-K1 submetidas as
amostras sem S9 (A) e com S9 (B), no teste MNVvit por citometria de fluxo
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Figura 58 - Porcentagem da distribuicdo da fase G1 das células CHO-K1 submetidas as
amostras sem S9 (A) e com S9 (B), no teste MNVvit por citometria de fluxo
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Figura 59 - Porcentagem da distribuicdo da fase S das células CHO-K1 submetidas as
amostras sem S9 (A) e com S9 (B), no teste MNVvit por citometria de fluxo
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Figura 60 - Porcentagem da distribuicdo da fase G2 das células CHO-K1 submetidas as
amostras sem S9 (A) e com S9 (B), no teste MNVvit por citometria de fluxo

Diante da confiabilidade apresentada na conducdo do teste, na avaliacdo dos resultados
obtidos para os 6leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus (quimiotipos Cananéia, Morro
Grande e Cataia), Minthostachys setosa e Drimys brasiliensis verificou-se que, ndo apresentaram

diferencas estatisticas significativas quando comparados com controle de células, p-valor >
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0,05. Portanto os Oleos essenciais foram considerados potencialmente ndo genotdxico. E
importante ressaltar que esses resultados corroboram com aqueles obtidos pelo ensaio do
MNVvit pelo método cléssico de leitura de laminas.

Com o objetivo de avaliar a atividade antioxidante intracelular foi realizado o ensaio
por citometria de fluxo. Conforme citado no item 2.4, esse ensaio se fundamenta na
determinacdo de ERO intracelular que oxida a diclorofluoresceina derivada da sonda de
diacetato de diclorofluoresceina, emitindo fluorescéncia que, por sua vez € quantificada. A
formacdo dessa espécie deve-se a presenca de substancias que provocam a mudanga no
microambiente celular conduzindo a esse fenémeno.

A estratégia para aquisicdo dos eventos de células com fluorescéncia foi por meio da
formacéo de trés gatings: amostras (R1); controle de células sem sonda (R2); e controle de células
com sonda (R3). Assim, foi possivel calcular a quantidade de ERO relativo das amostras. Segundo
Frade e colaboradores (2010), valores de ERO menores que 1, correspondem a atividade
antioxidante ideal proporcionada a célula pela amostra.

Na Figura 61, verifica-se a baixa produgdo de ERO em todos os 6leos essenciais avaliados
na concentracdo de 0,028 e 0,044 mg/mL. Para os 0leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus
quimiotipos Cananeia (Figura 61A) e Morro Grande (Figura 61B), foram verificados por meio da
analise estatistica ANOVA One-way e teste Dunett’s, item 4.2.9, que essas concentragdes quando
comparadas ao controle de células (CC), apresentaram diferenca estatistica significativa com p-valor
> 0,05.
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Figura 61 - Producdo de ERO nas células WS1 expostas as amostras dos 6leos essenciais da
planta Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia (A), Morro Grande (B) e Cataia (C) e da
planta Minthostachys setosa (D)

Scotti e colaboradores (2007) citaram que, 0s Vvegetais sd0 ricos em substancias

antioxidantes devido ao processo evolutivo da espécie como protecdo natural aos radicais livres

formados pela radiacdo UV. Diversos extratos vegetais quando aplicados em modelos animais ou

cultura de células neutralizam a reatividade dos radicais livres, diminuindo lesdes celulares. Dentre

essas substancias com atividade bioldgica, Jaganathan e Supriyanto (2012) em estudo de reviséo

citam que o eugenol possui expressiva atividade antioxidante.

Entre os agentes antioxidantes presentes nos Oleos essenciais avaliados nesse estudo,

destaca-se o eugenol, composto majoritario presente em 31,5 % e 19,6 % do Gleo essencial da

Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia Morro Grande, respectivamente. Para os 6leos
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essenciais do quimiotipo Cataia esse composto estd presente em 17,9 % e no da planta
Minthostachys setosa encontra-se ausente. Assim a atividade antioxidante da Pimenta
pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia Morro Grande quando comparados ao controle,
apresentou a elevada atividade antioxidante intracelular sugerindo esse comportamento ao eugenol.
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Os resultados do trabalho permitiram concluir que:

e A dispersdo dos Gleos essenciais da Minthostachys setosa, Pimenta pseudocaryophyllus e
Drimys brasiliensis foram obtidas por meio do uso do tensoativo polissorbato 20.

e Os métodos de deteccdo da viabilidade celular com o uso dos corantes MTS/PMS e NR foram
considerados equivalentes para o 6leo de essencial de bergamota.

e Os valores médios de ICsy para 24 horas para a linhagem celular BALB/3T3 clone A31, foram
de 0,5176 mg/mL para Minthostachys setosa; 0,4879 mg/mL para Pimenta pseudocaryophyllus
quimiotipo Cananéia; 0,3763 mg/mL Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cataia; 0,3697
mg/mL para Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Morro Grande; e 0,1486 mg/mL Drimys
brasiliensis. Assim, os 0leos essenciais da Minthostachys setosa e da Pimenta pseudocaryophyllus
ndo apresentaram toxicidade nos valores referentes a concentracdo minima inibitoria (CMI) de
0,028 e 0,04 mg/mL, respectivamente.

e Na avaliacdo da citotoxicidade para as linhagens CHO-K1 e WS1, os 0leos essenciais da
Minthostachys setosa e da Pimenta pseudocaryophyllus ndo apresentaram toxicidade nos valores
referentes a CMI. Para a Drimys brasiliensis valores acima de 0,014 mg/mL apresentaram a
porcentagem de viabilidade celular acima de 90 % na linhagem CHO-K1.

e Os 0leos essenciais da Pimenta pseudocaryophyllus, Minthostachys setosa e Drimys brasiliensis
apresentaram Photo Irradiation Fator (PIF) médio menores que 2, sendo entdo classificados como
nao fototoxicos.

e No teste do Muvit classico de leitura das laminas e por citometria de fluxo nas concentractes de
0,167 mg/mL para Minthostachys setosa; 0,125 mg/mL para Pimenta pseudocaryophyllus
quimiotipo Cananéia; 0,103 mg/mL para Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo Cataia; 0,127
mg/mL Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipo para Morro Grande; e 0,014 mg/mL para Drimys
brasiliensis, apresentaram-se potencialmente ndo genotdxico.

e Para a atividade antioxidante intracelular na linhagem celular WS1, os 6leos essenciais da
Pimenta pseudocaryophyllus quimiotipos Cananéia e Morro Grande, demonstraram potencial

atividade antioxidante nas concentragdes estudadas de 0,028 e 0,044 mg/mL.
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ANEXO A - Anélise da composicdo quimica dos 6leos essenciais por cromatografia a gas

acoplada a espectrometria de massas (CG/SM)

A analise da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada no Instituto de Botanica
pelo grupo do Prof. Dr. Paulo Roberto Hrihorowitsch, 1Q-USP.

O cromatografo utilizado foi 0 a gas com detector de ionizacéo de chamas (CG-DIC) em um
cromatdgrafo (Varian®, modelo CP 3380), com coluna DB-5 (30 m x 25 um x 0,25 pm). Para a
analise foram realizadas diluicio das amostras dos 6leos essenciais em acetona (MERCK®, nimero
CAS 67-64-1) na razdo de 1:100 (v/v). Em seguida, aliquotas de 1 pL dessas amostras diluidas
foram injetadas no cromatografo a gas que, quantificou os componentes identificados por
cromatografia a gas acoplada & espectrometria de massas em um cromatografo (Agilent®, série
6890) acoplado a um espectrometro de massas com sistema quadrupolo (Agilent® 5973, Network
Mass Selective Detector) em uma coluna HP-5MS (30 m x 25 um x 0,25 um), de acordo com
metodologia descrita na literatura (ADAMS, 2007).

O injetor (com divisdo de fluxo - split/splitless) foi programado para 250 °C (razéo de
divisao 1:20) com temperatura inicial de 40 °C e final de 240 °C com aumento de 3 °C/minutos, e 0
tempo total de anélise foi de 80 minutos. O géas de arraste utilizado foi hélio, com uma presséo de 80
Kpa e velocidade linear de 1 mL por minuto. Os gases auxiliares utilizados foram nitrogénio, ar

sintético e hidrogénio, na razéo de 1:1:10, respectivamente.

A identificacdo dos componentes do 6leo foi baseada na comparacdo entre o indice de
retencdo e o espectro de massas com amostras auténticas e dados retirados da literatura (ADAMS,
2007) e também por comparacdo com espectros de massas registrados em banco de dados (Wiley
275). A composicdo é apresentada nos ANEXOS B, C,D,EeF.
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ANEXO B - Composicdo quimica do 6leo essencial da Minthostachys setosa (Brig.). Fonte:

PINTO, 2010

Componente %

a-tujeno 0,4
a-pineno 1,2
sabineno 1,3
mirceno 1,0
octan-3-ol 1,1
a-terpineno 0,3
orto-cimeno 2,6
limoneno 19
(2)-p-ocimeno 0,2
(e)-p-ocimeno 1,6
y-terpineno 1,2
linalol 4,0
acetato de 3-octila 0,6
mentona 12,6
iso-mentona 11,0
iso-pulegona 5,8
a-terpineol 0,3
decan-3-ol 0,2
pulegona 28,6
piperitona 0,6
timol 0,5
carvacrol 2,6
acetato de cis-piperitila 0,2
d-elemeno 2,1
piperitona 0,7
acetato de timila 0,6
acetato de carvacrila 5,6
B-bourboneno 0,3
B-elemeno 0,3
e-cariofileno 4,0
[3-copaeno 3,0
a-humuleno 0,6
alo-aromadendreno 0,2
6-desmetoxi-ageratocromeno 0,2
germacreno d 2,0
biciclogermacreno 2,5
espatulenol 0,5
oxido de cariofileno 0,2
2s,5e-cariofil-5-en-12-al 0,2
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ANEXO C - Composicéo quimica do 6leo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)

Landrum quimiotipo Cananéia

Componente %
eugenol 31,5
z-isoeugenol 14,8
metil-eugenol 12,2
1,8-cineol 9,3
para-cimeno 5,8
terpinoleno 5,6
a-pineno 4,0
a-felandreno 3,6
sabineno 2,9
y-terpineno 2,4
8-3-careno 1,9
a-tujeno 1,8
trans-B-terpineol 11
a-(e,e)-farneseno 1,0
a-terpinoleno 0,8
B-pineno 0,7
(e)-B-ocimeno 0,7
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ANEXO D - Composicéao quimica do 6leo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)

Landrum quimiotipo Cataia

Componente %
para-cimeno 18,9
eugenol 17,9
terpinoleno 14,0
a-terpineno 13,8
mirceno 9,0
e-p-ocimeno 6,7
a-felandreno 4,2
a-tujeno 4,0
a-pineno 3,3
1,8-cineol 2,4
trans-B-terpineol 2,4
8-3-careno 1,7
B-pineno 11
a-terpineol 0,8
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ANEXO E - Composicdo quimica do dleo essencial da Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)

Landrum quimiotipo Morro Grande

Componente %
eugenol 19,6
1,8-cineol 14,0
citronelol 9,7
B-pineno 9,5
espatulenol 9,4
metil-eugenol 9,2
a-pineno 4,8
citronelal 3,8
geraniale 2,7
cis-carveol 2,3
epdxido de humuleno ii 2,2
B-cariofileno 2,2
o- muurolol 2,1
cis-p-guaieno 1,7
muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol 1,6
neo-isopulegol 1,0
a-humuleno 0,9
a-terpineol 0,8
y-muuroleno 0,8
B-elemeno 0,7
(e)-B-ocimeno 0,7
oxido de cariofileno 0,6
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ANEXO F - Composi¢do quimica do 6leo essencial da Drimys brasiliensis Miers

Componente %
a-pineno 23,4
sabineno 9,3
mirceno 15
a-terpineno 1,8
limoneno 4,0
4-terpinenol 3,5
germacreno d 2,4
biciclogermacreno 1,2
nerolidol 2,9
espatulenol 2,4
globulol 1,1
viridiflorol 1,2
guaiol 1,0
a-cadinol 2,7
drimenol 1,9
ciclocolorenona 21,0
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