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RESUMO

Os anti-inflamatdrios corticosterdides sdo os farmacos mais utilizados no tratamento da
distrofia muscular de Duchenne. Porém, devido aos severos efeitos colaterais que apresentam, ¢
fundamental a busca por terapias alternativas que minimizem a evolu¢ao da doenca e melhorem a
qualidade de vida dos pacientes distroficos e ao mesmo tempo apresentem menos efeitos
colaterais do que os corticosteroides. Recentes estudos, em modelos experimentais, demonstram
que os Oleos essenciais extraidos de espécies do género Citrus apresentam potencial efeito
benéfico sobre doencas associadas ao estresse oxidativo e/ou inflamacao. Sendo assim, o presente
trabalho teve por objetivo realizar o estudo quimico do o6leo essencial de Citrus aurantifolia
obtido a partir de prensagem a frio da casca dos frutos, seguido de destilagio a wvapor,
comercializado sob o nome de Lima destilada e avaliar seu potencial efeito anti-inflamatério e
antioxidante sobre células musculares distréficas de camundongos mdx. O estudo consistiu em
duas partes. Na primeira realizou-se a caracterizacao do perfil quimico por CG-EM e a avaliagdo
da atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial utilizando-se os ensaios de reducdo do radical
DPPH e ORACp.. A segunda parte consistiu na administragdo do o6leo essencial de C.
aurantifolia in vitro sobre células musculares distroficas de camundongos mdx. Apods o
tratamento, avaliou-se a toxicidade do 6leo essencial, e realizou-se a quantificagdo de H,O, e de
TNF-0, NF-xB e 4-HNE nas células musculares (Western Blotting). O 6leo essencial de C.
aurantifolia estudado apresentou como constituintes quimicos majoritarios o limoneno (42,6%),
a-terpineol (11,76%), cimeno (11,80%), y-terpineno (4,63%) e terpinoleno (5,30%), com
resultados coerentes com o esperado para esta espécie vegetal; apresentou-se ativo com
capacidade antioxidante in vitro nos ensaios DPPH (forte resultado antioxidante na diluicao
1:250 (v/v) em metanol) e ORACy; (950 pmol/TE g ™'); demonstrou nio ser toxico, uma vez que

a viabilidade celular, tanto nas células controle (C57BL/10) como nas células distroficas, se
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manteve acima de 90%; atenuou os efeitos deletérios que ocorrem nas células musculares
distroficas, no que diz respeito a inflamagao (reduziu o conteudo de TNF-a) e estresse oxidativo
(reduziu o conteudo de 4-HNE e a producao de H,O,). Diante do exposto, acreditamos que o 6leo
essencial de Lima destilada possa ser potencialmente util para o tratamento farmacologico da
distrofia muscular. Entretanto, sdo necessarios estudos futuros para se verificar qual ¢ a dosagem

e o tempo de tratamento adequados para se obter o melhor efeito deste 6leo essencial.

Palavras chaves: Citrus aurantifolia, 6leo essencial, antioxidante, anti-inflamatorio, distrofia

muscular
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ABSTRACT

Anti-inflammatory corticosteroids are the most commonly used drugs for the treatment of
Duchenne muscular dystrophy. However, due to their severe side effects, it is essential to search
for alternative therapies that minimize the evolution of the disease and improve the life quality of
dystrophic patients while showing fewer side effects than corticosteroids. Recent studies in
experimental models have shown that essential oils extracted from genus Citrus species have a
potential beneficial effect on diseases associated with oxidative stress and/or inflammation. Thus,
the aim of the present study is to perform the chemical study of the Citrus aurantifolia essential
oil obtained from cold pressing the peel of the fruit, followed by steam distillation, marketed
under the name Lima distilled and evaluate its potential antioxidant and anti-inflammatory effects
on dystrophic muscle cells of mdx mice. The project consisted of two parts. The first was carried
out to characterize the chemical profile by GC-EM and evaluation of in vitro antioxidant activity
of the essential oil using trials reduction of DPPH radical and ORACy.. The second part
consisted of the administration of the C. aurantifolia essential oil in vitro on dystrophic muscle
cells from mdx mice. After treatment, the toxicity of essential oil was evaluated, the concentration
of H,O, was detected and TNF-a, NF-kB and 4-HNE levels in muscle cells were quantified
(Western blotting). Essential Distilled Lime Oil studied showed important chemical constituents
as major limonene (42.6%), a-terpineol (11,76%), cymene (11,80%), y-terpinene (4,63%) e
terpinolene (5,30%), with results consistent with expectations for this plant species; it was active
with an antioxidant capacity in vitro on the DPPH and ORACy, assays (950 pumol/TE g ™); was
not toxic, the cell viability in both control cells (C57BL/10) and in dystrophic muscle cells was
above 90%; it also attenuated the deleterious effects that occur in dystrophic muscle cells in
relation to inflammation (reduced TNF-a content) and oxidative stress (reduced 4-HNE content

and H,O, production). Therefore, we believe that the Essential Distilled Lime Oil can be



potentially useful for the pharmacological treatment of muscular dystrophy. However, future
studies are needed to check what is the dosage and period of treatment suitable to achieve the best

effect of this essential oil.

Key words: Citrus aurantifolia, essential oil, antioxidant, anti-inflammatory, muscular dystrophy
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“Talvez n3o tenha conseguido fazer o melhor, mas
lutei para que o melhor fosse feito. Ndo sou o que
deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era

antes” .

(Marthin Luther King)
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1 INTRODUCAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenga muscular progressiva que atinge 1 a
cada 3500 criangas do sexo masculino nascidas vivas, que normalmente leva o paciente ao obito
aos 20-30 anos de idade. E uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X, cuja alteragio
genética causa modificacdo do gene responsavel pela codificacdo da proteina distrofina
(ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK, 1994). A deficiéncia da distrofina ¢ do complexo
proteico a qual estd integrada, denominado complexo distrofina-glicoproteinas (CDG), conduz a
uma instabilidade sarcolemal, permitindo o influxo exacerbado de ions calcio, o qual promove a
ativagdo de proteases endogenas dependentes do calcio, inibi¢do da atividade mitocondrial e
hipercontracdo da fibra muscular (CHAKKALAKAL et al., 2005). Além do nivel elevado de
calcio intracelular, outros fatores também estdo envolvidos na fisiopatologia da DMD, como o
estresse oxidativo e a resposta inflamatoria exacerbada (WHITEHEAD; YEUNG; ALLEN,

2006; DECONINCK; DAN, 2007).

No tratamento da DMD as estratégias farmacologicas tém como objetivo principal a
diminui¢do do acometimento muscular, minimizando os prejuizos funcionais decorrentes da
doenca (PORTER et al., 2002). Atualmente, o tratamento mais utilizado para reducao da resposta
inflamatdria excessiva no paciente distrofico € a administragdo de glicocorticoides. Entretanto, o
uso prolongado desses medicamentos produz diversos efeitos colaterais, como ganho de peso,
desenvolvimento de catarata e glaucoma, retardo no desenvolvimento 6sseo e surgimento de
osteoporose, decorrente da perda de osso trabecular, e alteracdes no metabolismo da glicose,
com indugdo ou agravamento de quadro de diabetes (RICOTTI et al., 2013). Desta forma, ¢

fundamental a busca por terapias alternativas que minimizem a evolugao da doenga ¢ melhorem



a qualidade de vida dos pacientes distréficos € a0 mesmo tempo apresentem menos efeitos
colaterais do que os corticosteroides.

A literatura revela uma grande variedade de compostos quimicos isolados de plantas
medicinais usada na terapia de inimeras doencas (CHIN et al., 2006). Dentre estas plantas, as
aromaticas tém sido amplamente utilizadas desde os tempos antigos. As propriedades
farmacéuticas destas plantas sdo parcialmente atribuidas aos 6leos essenciais (EDRIS, 2007). As
atividades terapéuticas dos dleos essenciais tém sido bastante estudadas (DANESI et al., 2008;
CAMPELO et al., 2011a; CAMPELO et al., 2011b; TUNDIS et al., 2012). Recentes estudos, em
modelos experimentais, demonstram que os Oleos essenciais extraidos da espécie Citrus
apresentam potencial efeito benéfico sobre doengas associadas ao estresse oxidativo e/ou
inflamagdo (CAMPELO et al., 2011a; CAMPELO et al., 2011b).

Estudos preliminares realizados no laboratério de Produtos Naturais, Tecnologia
Fitofarmacéutica e Bioensaios do Curso de Farmacia/DBV-IB/UNICAMP sugerem que o 6leo
essencial de Citrus aurantifolia apresenta potencial para ser explorado quanto a atividade
antioxidante. Colaborando com esses resultados, recentes estudos, em modelos experimentais,
demonstram que os 0leos essenciais extraidos da espécie Citrus apresentam efeito benéfico sobre
doencas associadas ao estresse oxidativo e/ou inflamagio exacerbada (CAMPELO et al., 201 1a;
CAMPELO et al.,, 2011b). Outros trabalhos também ja haviam relatado a atividade anti-
inflamatoria de 6leos essenciais frente a inflamacdo no modelo de edema de pata induzido pela
carragenina em ratos (OCETE et al., 1989; MARTIN et al., 1993). Em adi¢do, estudo in vivo
detectou efeito do 6leo essencial de Citrus auratium na regeneracdo muscular de camundongos
mdx (De Souza et al., 2011).

Diante do exposto, levantamos a hipdtese que o oOleo essencial de C. aurantifolia pode



apresentar efeitos antioxidante e antiinflamatorio e consequentemente constituir uma terapia

alternativa e auxiliar para a DMD.

1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) se destaca, dentre as distrofias musculares, por
ser a mais comum e devastadora das distrofias musculares humanas, atingindo cerca de 1 a cada
3.500 individuos do sexo masculino nascidos vivos (ENGEL; YAMAMOTO; FISCHBECK,

1994).

A DMD ¢ uma doenca degenerativa progressiva das fibras musculares que afeta
musculos esqueléticos e cardiaco. Os primeiros sinais clinicos da doen¢a manifestam-se ao redor
dos quatro anos de idade através da dificuldade de caminhar e erguer-se de superficies. Por volta
dos cinco a seis anos, a doenca evolui para a perda progressiva da musculatura, aumento do
tecido conjuntivo fibroso intersticial e substituicdo das fibras musculares por tecido adiposo
(SEIXAS et al, 1997), progredindo também para escoliose, incapacidade de locomocgdo e
finalmente morte do paciente, que ocorre em geral por volta dos 20 anos de idade,
frequentemente por broncopneumonia e/ou faléncia cardiaca (ENGEL; YAMAMOTO;

FISCHBECK, 1994).

E uma miopatia ligada ao cromossomo X, cuja anormalidade genética estd presente no
brago curto do cromossomo X (locus Xp21.1) responsavel pela produ¢do de uma proteina
denominada distrofina. A distrofina é encontrada na face citoplasmatica do sarcolema, ligada aos
miofilamentos da fibra muscular e a um complexo de glicoproteinas da membrana. O complexo

distrofina glicoproteinas (CDG) ¢ constituido de proteinas sarcolemais e expresso em alta



concentracdo no musculo esquelético estriado (RANDO, 2001), que estabelece conexao do
citoesqueleto intracelular com a matriz extracelular da fibra muscular (PETROF, 2002;
SPENCER; MELLGREN, 2002). A falta de distrofina e de componentes do CDG prejudica esta
conexdo, interrompendo a ligagdo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto da fibra,
promovendo a instabilidade do sarcolema durante os ciclos de contracdo muscular e
relaxamento. Dessa forma, ocorre influxo exacerbado de ions calcio, hipercontragao miofibrilar,
ativacdo de proteases enddgenas e necrose da fibra muscular (BIGGAR et al.,, 2002;

BOGDANOVICH et al., 2004).

Além do nivel elevado de calcio intracelular, outros fatores também estdo envolvidos na
fisiopatologia da DMD, como o estresse oxidativo e a resposta inflamatéria exacerbada

(WHITEHEAD; YEUNG; ALLEN, 2006; DECONINCK; DAN, 2007).

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio e Distrofia Muscular de Duchenne

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre a formagao e remogao
de agentes oxidantes no organismo, decorrente da geracdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e/ou diminuic¢do de antioxidantes endogenos.

O sistema antioxidante ¢ composto por enzimas e substancias protetoras ndo enzimaticas
(ZWART et al., 1999). Algumas atuam reduzindo a velocidade de iniciacdo dos processos
radicalares, suprimindo a geracdo de radicais livres, ou eliminando-os. Algumas enzimas, tais
como a glutationa peroxidase e catalase, decompdem hidroperoxidos lipidicos e o perdxido de
hidrogénio sem gerar radicais livres. Proteinas transportadoras de ions ferro e cobre, como a

transferrina e a ceruloplasmina, atuam impedindo que estes metais catalisem reagdes oxidativas,



ja os carotendides e a enzima superoxido dismutase atuam suprimindo o oxigénio singleto (O,) e
catalisando a dismutacao do anion radical superoxido, respectivamente (FRIDOVICH, 1997). Os
antioxidantes sequestradores captam os radicais rapidamente, inibindo a iniciacdo da cadeia
radicalar e/ou interrompendo a propaga¢dao da mesma, doando um atomo de hidrogénio para
formar um composto estavel e um radical derivado do antioxidante. Esses antioxidantes podem
ser hidrossoluveis ou lipossoluveis. Os compostos tais como ascorbato, urato, bilirrubina,
albumina e componentes contendo grupamento tiol agem como antioxidantes hidrossoluveis,
sendo capazes de sequestrar radicais livres somente no meio aquoso, nao podendo sequestrar
radicais lipofilicos localizados nas membranas celulares. Ja o alfa-tocoferol ¢ conhecido como
um importante sequestrador de radicais lipossoltveis, protegendo as membranas celulares contra
radicais lipofilicos (HALLIWELL, 1994). Os componentes do sistema de reparo sdo enzimas
capazes de destruir proteinas danificadas por radicais livres, remover acidos graxos oxidados
presentes nas membranas e reparar lesdoes no DNA induzidas por radicais livres (HALLIWELL,
1994; SLUPPHAUG; KAVLI; KROKAN, 2003). Estes antioxidantes agem cooperativamente

protegendo os sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios das EROs.

Segundo a literatura, as EROs estdo envolvidas na patogénese das distrofias musculares
(MERCURI; MUNTONI, 2013; TERRIL et al., 2013). A primeira hipotese foi inicialmente
baseada nas similaridades entre as mudangas patoldgicas que ocorrem nos musculos de pacientes
distroficos e/ou no camundongos mdx (modelo experimental da distrofia muscular de Duchenne;
BULFIELD et al., 1984) com as mudancas que ocorrem no musculo sob diferentes condigdes de
estresse oxidativo, como isquemia, exercicio fisico intenso e deficiéncia de vitamina E
(MENDELL; ENGEL; DERRER, 1971; IRINTCHEV; WERNIG, 1987; MURPHY; KEHRER,
1989). Foram observadas alteragcdes bioquimicas no musculo distrofico que sdo caracteristicas de
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lesdo oxidativa (MURPHY; KEHRER, 1989; HAUSER et al., 1995; HAYCOCK et al., 1996;
RAGUSA; CHOW; PORTER, 1997). O aumento do estresse oxidativo na distrofia muscular de
Duchenne ¢ indicado por: aumento da excre¢ao do 8-hidroxy-2’-deoxyguanosine, indicativo de
lesao oxidativa no DNA (RODRIGUEZ; TARNOPOLSKY, 2003); alteragdes nas proteinas
(NIEBROJ-DOBOSZ et al., 2002), inducao de enzimas antioxidantes (MECHLER; IMRE;
DIOSZEGHY, 1984) e acimulo de lipofuscina no musculo distrofico (NAKAE et al., 2004).
Outro ponto a ser destacado ¢ que as células distroficas sdo especificamente mais sensiveis a
lesdo por estresse oxidativo do que células musculares normais (RANDO et al., 1998) e que
tratamentos com antioxidantes apresentam efeito benéfico sobre as fibras musculares distroficas

(WHITEHEAD et al., 2008; TONON et al., 2012).

A produgdo elevada de EROs no musculo distréfico pode ser justificada pelo acimulo
intracelular de ions célcio, o qual conduz a uma captacdo anormal deste pela mitocondria,
resultando em producdo elevada destas espécies (BROOKES 2004). Outra possibilidade de
mecanismo de formagdo de EROs ¢ através da NADPH-oxidase, a qual se tem conhecimento que
produz rapidamente EROs durante o ciclo de relaxamento das células musculares lisas (GROTE
et al., 2003). Recentemente, constatou-se a presenga de subunidades de NADPH-oxidase no
musculo estriado esquelético junto ao sarcolema (JAVESGHANI et al., 2002). Whitehead et al.
(2006) sugeriram que este complexo enzimatico pode ser regulado pela distrofina ou por outras
proteinas do CDG. Desta forma, sua fungdo pode estar alterada nos musculos distroficos,

levando a uma maior produgao de EROs.

Tradicionalmente, considera-se que os oxidantes exer¢am seu efeito via acao toxica direta
sobre as células alvo. Contudo, estudos recentes t€ém sugerido sua contribui¢do na indu¢do de

genes, como por exemplo, na ativacdo do fator de transcri¢do nuclear NF-xB (POWERS;
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KAVAZIS; MCCLUNG, 2007). O fator NF-xB pode promover o aumento da expressao de
moléculas inflamatoérias como IL-1B, IL-6, TNF-a, COX-2, moléculas de adesdao e matriz
metaloproteinase-9, as quais podem causar direta ou indiretamente perda muscular (REID; LI,
2001; SENFTLEBEN; KARIN, 2002); aumentar a atividade do sistema ubiquitina-proteassoma,
o qual promove a degradagao de proteinas musculares e promove perda muscular (LLOVERA et
al., 1997; REID; LI, 2001) e/ou interferir no processo de diferenciacao do musculo esquelético, o
qual ¢ requerido para o reparo do tecido lesado (GUTTRIDGE et al., 2000; LANGEN et al.,

2001).

1.3 Resposta Inflamatoria

A resposta inflamatoria do tecido muscular se inicia previamente a morte das fibras
musculares. Ela compreende uma série de eventos que envolvem a integragdo do sistema
imunoldgico com o tecido lesado e sua finalidade ¢ o reparo tecidual, para que a regeneragao
possa acontecer (PRISK; HUARD, 2003). As fibras musculares em degeneragdo liberam vérias
substancias, dentre as quais se destacam as citocinas pro-inflamatdrias, proteases,
prostaglandinas, colagenases, fatores quimiotaticos e fatores de crescimento. As citocinas pro-
inflamatorias e os fatores quimiotiticos estimulam o deslocamento de células inflamatorias,
principalmente neutréfilos e macrofagos, para local da lesdo (TIDBALL, 2005; WEHLING-
HENRICKS et al., 2005). Os neutrofilos e macréfagos liberam proteases que degradam os
fragmentos celulares e fagocitam estes fragmentos, auxiliando na remo¢do dos mesmos do local

da lesdo. As proteases liberadas por estas células podem provocar danos ao tecido muscular



integro que circunda a lesdo e assim aumentar a area da lesdo, gerando aumento da resposta

inflamatoria local (para revisao ver TIDBALL, 2005; WEHLING-HENRICKS et al, 2005).

Em condigdes patologicas tais como nas miopatias ¢ nas distrofias, além da lesdo
provocada pelo excesso do ion célcio no interior das fibras musculares, a resposta inflamatoria
excessiva também pode promover mionecrose. A inibigdo das células inflamatdrias pode
diminuir a degeneragdo e a necrose do tecido muscular. Estudos utilizando antiinflamatorios
mostram reducgdo significativa da mionecrose em musculos esqueléticos de camundongos mdx

(HODGETTS et al., 2006; RADLEY; GROUNDS, 2006).

Dentre os mecanismos moleculares envolvidos na resposta inflamatoria na DMD e no
camundongo mdx, destaca-se a via de sinalizacdo do fator de transcri¢do nuclear kappa-B (NF-

kB) (KUMAR; BORIEK, 2003).

O fator NF-«xB foi descrito em 1986 como um fator nuclear que, uma vez ativado por
agentes como lipopolissacarideos, possui a capacidade de ligar-se a uma sequéncia de 10 pares
de bases na regido promotora do gene que codifica a cadeia leve k das moléculas de anticorpo
das células B (xB) (JACKMAN; KANDARIN, 2004). Existem cinco proteinas pertencentes a
familia do NF-kB que podem formar complexos homo ou heterodiméricos estaveis, sao elas:
RelA (p65), c-Rel, RelB, NF-xB1 (p50) e NF-kB2 (p52). A dimerizagdo de duas dessas
proteinas ¢ necessaria para ativagdo da interagdo proteina-DNA. O dimero predominantemente
ativado no musculo esquelético ¢ o heterodimero p50-65. Para que ocorra a ativagdo do NF-«xB ¢
necessario que haja um sinal para a degradacdo proteolitica da proteina inibidora I-xB, que libera
o complexo p65-p50, permitindo sua translocagdo do citoplasma para o nucleo, onde ele se liga a

regides promotoras especificas e promove a transcricdo de genes que codificam uma série de



mediadores inflamatorios, tais como citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-6) e enzimas induziveis (iNOS

e COX-2) (YOSHIMURA, 2006; JANSSEN-HEININGER; POYNTER; BAEUERLE, 2000).

Além disso, NF-kB p65 contém um dominio pos-transcricional terminal-COOH que ¢
crucial para sua capacidade de ativacao da expressdao dos genes inflamatérios (YAMAMOTO;
GAYNOR, 2004). Independente do estimulo, parece haver participagao das EROs e do aumento
de calcio intracelular para ativacao do NF-kB. Quando ndo estimulado, o fator NF-kB encontra-

se no citoplasma ligado a I-xB (GLEZER et al., 2003).

O NF-«kB regula a expressdo de genes envolvidos nas respostas inflamatoria e
imunoldgica, aumentando a taxa de transcri¢do destes genes, com consequente sintese de mRNA
e proteinas. Apresenta papel importante na produgao de mediadores pro-inflamatérios (citocinas,

enzimas, receptores imunes ¢ moléculas de adesdo), além de iniciar a transcri¢ao de citocinas

como TNF-a, IL-1B, IL-2 e IL-6 (CELEC, 2004).

Estudos mostram elevagdo expressiva do nivel de TNF-a nos musculos de pacientes
distréficos e dos camundongos mdx (GROUNDS et al., 2008; TONON et al., 2012; de SENZI et
al., 2013). Tem sido proposto que o aumento exacerbado de TNF-a conduz a degeneracdo
muscular nas fibras distroficas (HODGETTS et al., 2006; RADLEY; GROUNDS, 2006).
Considera-se também que o TNF-a ¢ um dos mais importantes indutores de NF-kB, contribuindo

para um feedback positivo (MESSINA et al., 2006).

O TNF-a foi descrito em 1975 e inicialmente foi nomeado como caquexina, devido seu
potente efeito citotoxico contra células tumorais. E uma citocina pro-inflamatéria que atua na
inflamacdo aguda e cronica, na resposta antitumoral e na infec¢do. E um polipeptideo trimérico

(17 kDa), liberado por macrofagos, mastdcitos, pelas proprias miofibrilas lesadas, além de outras



células (RADLEY; GROUNDS, 2006). O TNF-a ¢ produzido a partir da forma nao-clivada do
TNF-a de 26 kDa associada a membrana pela TNF-alpha-converting enzyme (TACE). Pode
atuar em quase todo o tipo de células nucleadas, através de dois tipos de receptores de
membrana, tipo I (RTNF-1, p55) e tipo II (RTNF-II, p75). Estudos demonstram a presenca de
ambos os tipos de receptores, tanto no musculo esquelético (FIGUERAS et al., 2005), como
cardiaco (ANKER; VON HAEHLING, 2004). Quando o TNF-a de 17 kDa se liga ao RTNF-1,
pode levar a apoptose celular ou a ativacdo de NF-kB presente no citoplasma que por sua vez se
desloca para o nucleo da célula e ativa a transcri¢ao de genes pro-inflamatdrios e de proteinas

pro-apoptoticas.

1.4 Plantas medicinais

A literatura revela uma grande variedade de compostos quimicos isolados de plantas
medicinais usada na terapia de inimeras doengas. Dentre estas plantas, as aromaticas tém sido
amplamente utilizadas desde os tempos antigos. As propriedades farmacéuticas destas plantas
podem estar relacionada a presenca de oleos essenciais (EDRIS, 2007). Os 6leos essenciais sao
constituintes volateis organicos responsaveis pela fragrancia de muitas plantas e podem ser
obtidos de flores, folhas, frutos, sementes, raizes, rizomas e caules das plantas (COSTA, 1994).
As atividades terapéuticas dos 6leos essenciais tém sido bastante estudadas (DANESI et al.,
2008; CAMPELO et al., 2011a; CAMPELO et al., 2011b; TUNDIS et al., 2012).

Dentre as varias espécies medicinais que vem sendo estudadas pelo laboratorio de
Produtos Naturais, Tecnologia Fitofarmaceutica e Bioensaios do Curso de Farmacia/DBV-

IB/UNICAMP as espécies Citrus (familia Rutaceae), popularmente conhecido como laranja-
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amarga ou laranja-azeda (SANTOS, TORRES; LEONART, 1988; SANGUINETTI, 1989;
VIEIRA, 1992), sio espécies vegetais bastante empregadas para usos medicinais (CORREA,
1978), onde suas partes mais utilizadas para fins medicinais sdo as cascas dos frutos, flores e
folhas. Estas plantas sdo utilizadas popularmente para o tratamento de distirbios do trato
gastrintestinal, além de apresentar agdo diurética, antiespasmodica e anti-taquicardica (SANTOS,
TORRES; LEONART, 1988; SANGUINETTI, 1989; VIEIRA, 1992; CORDEIRO; NUNES;
ALMEIDA, 1996). Recentes estudos, em modelos experimentais, demonstram que os o6leos
essenciais extraidos Citrus apresentam potencial efeito benéfico sobre doengas associadas ao
estresse oxidativo e¢/ou inflamacdo exacerbada (CAMPELO et al., 2011a; CAMPELO et al.,
2011b). A atividade anti-inflamatéria de dleos essenciais pode ser atribuida nao apenas as suas
atividades antioxidante, mas também devido a interacOes com as cascatas de sinalizacao
envolvendo citocinas e transcricdo de fatores reguladores da expressio de genes pro-
inflamatorios (MIGUEL, 2010).

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais ¢ outra propriedade bioldgica de grande
interesse, porque eles podem conservar alimentos contra os efeitos toxicos dos oxidantes
(MAESTRI et al., 2006). Além disso, os 6leos essenciais, também sdo capazes de eliminarem
radicais livres, podendo desempenhar um papel importante na quimioprevencdo de doencgas
degenerativas, tais como disfungdes cerebrais, cancer, doencas cardiacas e do sistema
imunolégico. Os autores sugerem que estas doengas podem resultar em danos celulares causados
pelos radicais livres (ARUOMA 1998; KAMATOU; VILJOEN 2010).

A capacidade dos oOleos essenciais em sequestrar alguns radicais livres, pode também
apresentar relacdo com seu potencial efeito como agentes anti-inflamatdrios, porque processos

oxidativos participam das respostas inflamatorias que ocorre em diversas células (mondocitos,
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neutrofilos, eosindfilos e macrofagos).

Ocete et al. (1989) e Martin et al. (1993), avaliaram a atividade dos terpenos a-pineno e
B-cariofileno frente a inflamacdo em edema de pata induzido pela carragenina em ratos e
concluiram que os odleos essenciais constituidos com esses terpenos apresentaram atividade
inibitoria sobre a formagao de edema, podendo ser util no controle do processo inflamatorio
exacerbado.

A caracterizagao fitoquimica do 6leo essencial obtido por hidrodestilagao das cascas do
fruto de Citrus aurantium L. (familia Rutaceae), (parte mais utilizada na etnofarmacologia desta
espécie) apontou a presenga de trés constituintes majoritarios: d-limoneno (97,8%), mirceno

(1,43%) e octanal (0,45%) (MORAES et al., 2009).

Singh et al. (2010) estudaram quimicamente por CG-EM os 06leos essenciais obtidos por
hidrodestilagdo a partir das folhas frescas de Citrus maxima identificando como constituintes
majoritarios B-pineno (3,71%), B-mirceno (0,90%), a-limoneno (31,83%), Z-citral (13,38%) e E-
citral (17,75%) e das cascas de Citrus sinensis onde o-limoneno (90,66%) e B-mirceno (1,71%)
foram os constituintes majoritarios detectados. Estes Oleos essenciais apresentaram promissora
atividade antioxidante no ensaio com o radical DPPH com valores de ICs, de 8,84 € 9,45 uL/mL

para os 6leos de C. sinensis e C. maxima, respectivamente.

O ¢leo essencial de Citrus aurantifolia ¢ conhecido por aliviar dores de estdbmago e tosse
e também ¢ usado como inseticida (AIBINU et al., 2007). O 6leo essencial de Lima destilada
(Ferquima®, CAS Number: 90063-52-8) obtido por destilagdo a vapor do 6leo prensado a frio
dos frutos de C. aurantifolia apresenta aproximadamente 45% de limoneno, 10% de a-terpineol,
5% de y-terpineno e 5% de terpinoleno (FERQUIMA, 2013). Razzaghi-Abyaneh et al., 2009,

reportam como constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial obtido por hidrodestilagao
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das folhas frescas de de C. aurantifolia os terpenos pineno (1,5%), sabineno (1,4%), mirceno
(1,8%), telineno (2,4%) e limoneno (85,5%). Estudos anteriores documentados na literatura ja
demonstraram atividade do o6leo essencial puro e de extratos aquosos e hidroalcoolicos de C.
aurantifolia contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa (6leo essencial ¢ mais eficaz gqe o
extrato aquoso e hidroalcoolico) e Shigella flexnerii (extrato aquoso ¢ mais eficaz). O mesmo
estudo demonstrou atividade anti-fungica do 6leo essencial frente a Candida spp. e Aspergillus
niger (AIBINU et al., 2007). O oleo essencial de C. aurantifolia também ¢ eficaz contra
Staphylococcos aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Streptococcus sp. € Proteus
mirabilis (EBANA et al., 1991). A atividade do 6leo de C.aurantifolia contra algumas bactérias
associadas a formacdo da placa bacteriana na carie dentdria j4 foi comprovada anteriormente,
sendo este 6leo bioativo frente as indicadoras: Streptococcus mutans, L. acidophilus, A. viscosus,
P. aeruginosa, V. alcaligens, N. asteroides e Staphylococcus aureus. O mesmo estudo
demonstrou prevaléncia de S. mutans entre colonias isoladas de carie dentaria (OWHE-

UREGHE; EHWARIEME; EBOH, 2010).

Gerhduser et al. (2003) e Wei; Shibamoto (2007) demonstraram que d-limoneno possui
comprovada a¢do antioxidante ao inibir a expressao das espécies reativas ao oxigénio (EROs) em
ensaios in vitro. van Lieshout et al., (1998) demonstraram que o d-limoneno foi capaz de
aumentar os niveis de glutationa S-transferase (GST), enzima com atividade antioxidante e
anticancer. Souza et al. (2003) e Toro-Arreola et al. (2005) comprovaram que a atividade
imunorreguladora do d-limoneno ¢ decorrente de uma reducdo da reacdo de hipersensibilidade e
também da inibicdo da producdo de oxido nitrico (NO) e das citocinas inflamatorias (IL-4 e

interferon-y). O limoneno também tem comprovada atividade antiasmatica, pois diminuiu o
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infiltrado inflamatorio periovascular e periobronquiolar em ratos asmaticos (KEINAN et

al.,2005).

No tratamento da DMD as estratégias farmacoldgicas t€m como objetivo principal a
diminui¢do do acometimento muscular, minimizando os prejuizos funcionais decorrentes da
doenca (PORTER et al., 2002). Os antiinflamatorios corticosteréides sao os farmacos mais
utilizados na tentativa de minimizar a evolucdo da doenca. Porém seus efeitos colaterais sao
severos (PARREIRA et al., 2007; RADLEY et al., 2007; MANZUR et al., 2008). Desta forma, ¢
fundamental a busca por terapias alternativas que minimizem a evolugdo da doenga ¢ melhorem
a qualidade de vida dos pacientes distréficos € a0 mesmo tempo apresentem menos efeitos

colaterais do que os corticosteroides.

Diante do exposto, levantamos a hipotese que o 6leo essencial de C. aurantifolia pode
apresentar potencial efeito antioxidante e antiinflamatorio e conseqiientemente constituir uma

terapia alternativa e auxiliar para a DMD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo tragar o perfil quimico do 6leo essencial de C. aurantifolia

(Lima destilada) e avaliar seus efeitos anti-inflamatdrio e antioxidante sobre células musculares

distroficas de camundongos mdx.

2.2 Objetivos Especificos

>

Analisar por CG-EM os constituintes volateis presentes no 6leo essencial de C.
aurantifolia obtido a partir de prensagem a frio da casca dos frutos, seguido de
destilag¢do a vapor, comercializado sob o nome de Lima destilada;

Avaliar a capacidade antioxidante in vitro (ensaio autografico em CCDC para DPPH e
ensaio ORACk) do 6leo essencial de C. aurantifolia;

Analisar a viabilidade celular (Vermelho Neutro, Trypan Blue e MTT) em culturas
primarias de células musculares distroficas tratadas com o Oleo essencial de C.
aurantifolia,

Determinar o conteido de TNF-a, NF-kB e 4-HNE em culturas primdarias de células

musculares distréficas tratadas com o 6leo essencial de C. aurantifolia;

Proceder a analise de H,O; nas culturas primdrias de células musculares distroficas tratadas

com o Oleo essencial de C. aurantifolia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Avaliacao Quimica

3.1.1 Oleo essencial

O oleo essencial de C. aurantifolia (Rutaceae) utilizado no estudo foi adquirido
comercialmente da indéstria Ferquima® (Ferquima Indastria e Comércio Ltda., Brasil) em
outubro de 2012, lote 199. Foi utilizada amostra do 6leo essencial de C. aurantifolia que consiste
no dleo obtido a partir de prensagem a frio da casca dos frutos desta espécie vegetal, seguido de
destilacdo a vapor, comercializado sob o nome de Lima destilada (Ferquima®, CAS Number:

90063-52-8).

3.1.2 Analise dos constituintes volateis presentes e perfil quimico por CG-EM

O o6leo essencial de C. aurantifolia foi submetido a caracterizagdo quimica utilizando a
cromatografia gasosa com detec¢do por espectrometria de massas (CG-EM), determinando-se a
porcentagem relativa dos constituintes majoritarios presentes na amostra.

As andlises por CG-EM (70 eV) foram realizadas em equipamento Shimadzu equipado
com uma coluna capilar Durabond-DB5 (30m x 0,25mm x 0,25mm) e operado de acordo com
metodologia descrita por Stefanello e colaboradores (2008): temperatura inicial da coluna de
60°C por 3min. e, em seguida, uma rampa de 60-220°C com aumento de 5°C/min e depois

mantido em isoterma a 220°C por 5 min. O gas de arraste foi o hélio (ImL/min) e a temperatura
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do injetor foi de 250°C. As analises foram realizadas no modo de inje¢ao split 1:20 (v/v). Os
componentes do oleo essencial foram identificados por comparagao de seus indices de retencao
(em relagdo aos n-alcanos) e os espectros de massas por comparagdo com aqueles encontrados na
literatura (ADAMS, 2007) e armazenados no banco de dados do espectrometro (NIST-05,
Versao 2.0). Amostras-padrao comerciais dos constituintes majoritarios detectados nos o6leos
essenciais analisados (limoneno, p-cimeno, a-terpineol) foram utilizadas confirmagdo da

identificacdo desses constituintes, empregando o método de co-injecdo com as amostras-padrao.

3.1.3 Ensaio para a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

Na avaliagao antioxidante in vitro foram utilizados os ensaios como descritos por Pascoal

etal., (2011 a,b):

Ensaio autografico de CCDC para DPPH (sequestrador de radical)

Amostra de 10ul do 6leo essencial de C. aurantifolia (dilui¢do de 1:250 (v/v) em
metanol) foi aplicada em placas de CCDC (silica gel 60 GF254, Fluka, AG, Switzerland). A
seguir, estas placas foram pulverizadas com uma solucdo a 0,2% de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) em MeOH e deixadas a temperatura ambiente. Os
constituintes ativos presentes na amostra foram observados como manchas amarelas em um
fundo roxo apods 30 minutos da pulverizacdo em exposi¢do da cromatoplaca a luz ambiente. A
atividade sequestradora de radical DPPH foi atribuida como "forte" (amostras que produziram
uma zona brilhante amarela intensa), "média" (amostras que produziram uma mancha de cor

amarela clara), "fracas" (amostras que produziram apenas uma mancha fracamente visivel
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amarela) e "ndo ativa" (amostras que produziram nenhum sinal de qualquer mancha amarela)

(CAVIN et al., 1998).
Ensaio ORACyL

A capacidade antioxidante dos extratos e fracdes foi mensurada utilizando-se o ensaio
ORACE, com fluoresceina como sonda fluorescente ¢ AAPH (2,2°-Azobis (2-amidiopropane)
dihydrochloride) como fonte de radical livre. Os experimentos foram realizados em placas de
microtitulacdo de 96 pogos de acordo com metodologia descrita por Prior et al. (2003) e com
modifica¢des de Salvador et al. (2006). Para tanto foram preparadas solucdes estoques do 6leo
essencial (50mg/mL) e amostras-padrao (Img/mL) em tampao fosfato/DMSO (99:1, v/v) e
diluidas 100, 500, 1000, 5000 e 10000 vezes com tampao fosfato (pH 7,4). O Trolox (substancia
de referéncia (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) - andlogo da vitamina
E) foi analisada na concentracdo de 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 uM, empregando-se 0 mesmo
sistema diluente. A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitagdo A=485nm e
emissao A=528nm) em leitor de microplaca monitorando a cinética de reagao a cada 2 min por
um periodo de 70 min (temperatura=37°C). Os resultados foram expressos como umol de Trolox
equivalente (TE) por grama de extrato ou de substancia padrio em base seca (UM de TE/g).
Como controle positivo foram utilizados Oxido de cariofileno, (E)-cariofileno, limoneno e
quercetina e como controle negativo a solugdo diluente. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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3.2  Avaliacio dos efeitos anti-inflamatorio e antioxidante em cultura muscular primaria

distroéfica

3.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos mdx e como controle camundongos da linhagem
C57BL/10 [camundongos heterozigotos para o gene que desencadeia a DMD e que deram
origem a linhagem mdx (BULFIELD et al., 1984)], de ambos os sexos, com 28 dias de vida pos-
natal, obtidos de casais mantidos no biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de
Biologia. As matrizes foram oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica
(CEMIB) da UNICAMP. Apos o nascimento, os filhotes permaneceram com a fémea até o dia
da eutandsia. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas plasticas com
12 horas de ciclo claro/escuro, ragdo e agua ad libitum. Os protocolos experimentais foram
desenvolvidos de acordo com os principios éticos na experimentagdo animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e aprovados pela Comissdo de Etica

em Experimentacdo Animal (CEEA-IB/UNICAMP; n° 3168-1).

3.2.2 Protocolo Experimental

Para a realiza¢do da cultura primaria de células musculares foram utilizados os musculos
do membro pélvico (quadriceps femoral, tibial anterior, extensor longo dos dedos, gastrocnémio,
soleo e plantar) de 10 camundongos de cada uma das linhagens (C57BL/10 e mdx) com 28 dias

de vida. Os animais foram eutanasiados com super-dosagem de uma solu¢do de cloridrato de
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xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na proporgao de
1:1 (intra-peritoneal) e rapidamente os musculos foram isolados em DPBS (pH 7,2). contendo
glicose 1% (p/v) e penicilina 1% (w/v). Durante 10 min. o tecido muscular foi triturado (com o
auxilio de uma tesoura) e a suspensdo digerida com colagenase II 1,5% (w/v), tripsina 2,5%
(w/v) e DNAse 0,1% (w/v) em DMEM contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v) a 37°C
por 30 min. DMEM (15mL) contendo soro de cavalo 10% (v/v), soro fetal bovino 10% (v/v), L-
glutamina 2mM e penicilina 1% (v/v) foi adicionado (meio de crescimento). A suspensdo foi
centrifugada a 1000rpm, a 4°C por 20 min. e o sobrenadante descartado. 20 mL do meio de
crescimento foram novamente adicionados, a suspensao foi filtrada através de um filtro
esterelizado com poros de 50 um e as células foram sedimentadas em placas de 6wells de 13mm
cobertos com matrigel 0,1% (w/v) por (incubadas CO,, 37°C, 24 hs) a uma densidade de 6x10*
células por prato. Entre 48-72 hs apos o inicio da preparagao das culturas, o meio de crescimento
foi alterado para meio de fusdo contendo soro de cavalo 10% (v/v) e L-glutamina 2mM
(LYNGE; JUEL; HELLSTEN, 2001; SILVEIRA et al., 2006). A partir da confluéncia entre o 5°

ou 6° dias, as culturas de células foram tratadas ou ndo com 6leo essencial de Citrus aurantifolia.

3.2.3 Tratamentos

Apos o periodo de diferenciacao (5 ou 6 dias), as células foram tratadas por 24hs com 50,
60, 70, 80, 90 e 100pg/ml com o6leo essencial de Citrus aurantifolia diluido em solugao aquosa
0,5% de Tween 80, para verificar o nivel de toxidade do 6leo. Células ndo tratadas e tratadas

com Tween foram usadas como controle.
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3.2.4 Analise da viabilidade celular

A viabilidade das células musculares distroficas (mdx) e controle (C57BL/10) nao
tratadas e tratadas com 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100ug/ml de 6leo essencial de Citrus aurantifolia foi
avaliada através de 3 parametros: marcacdo do Trypan Blue, reducdo do MTT e ensaio de

incorporagdo do Vermelho Neutro. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Vermelho Neutro

E uma anélise colorimétrica para quantificacio de permeabilidade de membrana e
atividade lisossomica de células em resposta ao medicamento utilizado. E um ensaio de
sobrevivéncia/viabilidade celular, baseado na capacidade das células viaveis de incorporar o
vermelho neutro dentro dos lisossomos (MELO 1996). A quantidade de corante incorporado as
células ¢ medida por espectrometria, a 540nm, que corresponde diretamente ao numero de
células com membrana intacta. Procedimento: Apds os devidos tratamentos as placas foram
retiradas da incubadora, todo o meio das células foi retirado e adicionado uma quantidade igual
de solucao (25:1 de DMEM + Vermelho Neutro), em seguida foi incubada por 3 horas na
incubadora de CO, 5% a 37°C. Apos 3 horas as células foram lavadas com PBS (pH 7,2) e em
seguida lavada com uma solucdo de 1% CaCl, em Formaldeido 0,5%, apos lavagem, foi
adicionada solucao de 1% 4acido acético em etanol 50%. As placas foram delicadamente agitadas
e colocadas no aparelho Sinergy para leitura por espectrofotometro a 540nm. As amostras foram

feitas em triplicatas.
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Trypan Blue

Para a determinagdo da viabilidade celular, ap6s o tratamento proposto foi utilizado
reagente Trypan Blue (Sigma T6146). Procedimento: Apds serem tratadas por 24hs as células
foram lavadas 2x em PBS, ressuspendidas por solugdo de tripsina (1:10) e deixadas por 3 min. na
estufa de CO,. Em seguida foi adicionado 500ul de PGM imediatamente, e todo o contetdo foi
transferido para um tubo eppendorf (2mL), para centrifugagdo em Smin. a 200g. O sobrenadante
foi descartado e o contetido celular novamente foi homogeneizado em PGM e centrifugado
Smin. Apo6s descartar o sobrenadante, o contetudo celular foi diluido (1:10) em solugdo de Trypan
Blue 0,4%, ¢ uma quantidade foi pipetada na camara de Newbauer para contagem de células

viaveis e ndo viaveis para proceder-se com o seguinte calculo:

Viabilidade Celular (%) = total de células viaveis (ndo coradas) + total de células (coradas

e ndo coradas) X 100.

MTT

Na analise colorimétrica para quantificagdo de metabolismo mitocondrial e atividade da
cadeia respiratoria de células em resposta ao medicamento foi utilizado o método MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide].

O método ¢ baseado na reducdo do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide] a formazan (SIEUWERTS et al., 1995). Procedimento: Para este
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experimento as células apos serem tratadas, foram incubadas em DMEM sem fenol vermelho e
em seguida foi adicionada 500ul de solugdo MTT (SIGMA M5655) equivalente a 10% do
volume de meio celular. E novamente as células retornaram para a incubadora e permaneceram
por 3-4 horas. Apos incubagdo, todo o meio foi retirado e foi adicionada uma quantidade igual de
solvente MTT (30ml isopropanol : 100ul HCl 37% P.A). A leitura foi realizada medindo
absorbancia em 570nm, utilizando o equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model

Synergy HIM (Bio-Tek Instruments). As amostras foram feitas em triplicatas.

3.2.5 Quantificacdo do conteido de TNF-a, NF-kB e 4-HNE nas células musculares

(Western Blotting)

ApoOs o tratamento das culturas celulares, o meio foi removido e as células musculares
foram imediatamente lavadas com PBS (pH 7,2), raspadas e homogeneizadas em 0,5 ml de
tampao para homogeneizacdo (Triton X-100 1%, tris-HCI 100mM (ph 7.,4), pirofosfato de sédio
100mM, fluoreto de sodio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sddio 10 mM, PMSF 2 mM e
0,1lmg/ml de aprotinina). Os extratos obtidos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20
minutos e o sobrenadante foi utilizado para analise do extrato total. A determinagdo de proteina
foi realizada pelo método de BRADFORD (1976). As amostras do extrato protéico foram
tratadas com 50% tampao Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de s6dio 1M pH 7,0,
glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100Mm e aquecidas a 95-100°C em banho
seco por 5 minutos. Em seguida, 30 pug de proteina foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida a
12% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond,

CA, EUA). A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90
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minutos a 120V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram
incubadas com solugdo basal (Trisma base 10mM, cloreto de sddio 150mM e Tween-20 0,02%)
contendo 5% de leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligagdo ndo
especifica de proteinas. Posteriormente, foram incubadas com 10ug (20uL) de anticorpo
primario: anticorpo policlonal anti-TNF-o, (Chemicon); e/ou anticorpo policlonal anti-NF-«B,
(p65, Santa Cruz Biotechnology); e/ou anticorpo policlonal anti-4HNE, (Santa Cruz
Biotechnology) diluido em 10ml de solucdo basal contendo 3% de leite desnatado a 4°C durante
a noite. No dia seguinte, as membranas foram lavadas por 30 minutos com solugdo basal e
incubadas em 10ml de solucdo basal contendo 1% de leite desnatado e 2,5ug de anticorpo
secundario (anti-mouse IgG Peroxidase; e/ou anti-rabbit IgG Peroxidase; e/ou anti-goat IgG
Peroxidase) por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos com solugdo basal. Para detectar as bandas imunorreativas, as
membranas foram expostas a solu¢do de quimioluminescéncia (Super Signal West Pico
Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos, seguidas de exposi¢do no equipamento G-BOX
(Syngene) acoplado a um microcomputador Intel Pentium4. As densidades das bandas e das
amostras foram “salvas” no computador para quantifica¢do, usando o programa GeneTool do

proprio equipamento G-BOX para quantificagao.

Para a normalizacdo dos dados obtidos foi realizado o controle interno através da
incubagdo das amostras com o anticorpo GAPDH (FL-335, rabbit polyclonal antibody, Santa
Cruz Biotechnology;). O protocolo consiste na reutilizacdo das membranas utilizadas para
detec¢ao do TNF-a, NF-«B, e/ou 4HNE. Para tanto, as referidas membranas foram lavadas com
TBS-T (solugdo basal) 3 vezes, por 10 minutos. Em seguida, foram incubadas com 10 mL de
Stripping Buffer (10mM Tris-HCI pH 7.5; B-Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1 hora, a

24



60°C. Apo6s esse periodo, as membranas foram re-equilibradas e lavadas com TBS-T. A seguir
foram incubadas com 10ug do anticorpo primario GAPDH e 2,5ug do anticorpo secundario

(goat anti-rabbit IgG Peroxidase labeled), seguindo o protocolo acima descrito.

3.2.6 Deteccdao H,O; nas células musculares

Ap0s o tratamento por 24hs as células foram mantidas a 37° C em solucdo Krebs Ringer
(500mL) e carregadas com a sonda Amplex red (50uM) e horseradish peroxidase (0,1U/mL) por
30 min. Durante este periodo, as placas foram protegidas da luz (embaladas com papel
aluminio). Apds este periodo, 100 pL do meio foi coletado e inserido em placa escura (preta) e a
intensidade de fluorescéncia determinada em 530nm de excitagdo ¢ 590nm de emissdo em
equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy HIM (Bio-Tek Instruments). Para
o controle positivo foi utilizado 20 mM de H,O, em solu¢do tampao. No controle negativo foi

utilizado somente solugao tampao. Foram realizadas analises em triplicata.

3.2.7 Analise Estatistica

Para analise dos resultados dos experimentos in vitro (cultura celular) foi utilizado o
programa GraphPad Prism 5.0. A partir do programa foi executada o teste ANOVA (one way), e
quando este resultou em um valor de p<0,05, diferengas estatisticamente significativa foram
identificadas pelo procedimento para comparacao multipla de Tukey (Tukey HSD, de Honestly

Significant Difference).
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4 RESULTADOS

4.1  Caracterizacio do perfil quimico do oleo por CG-EM.

A analise por CG-EM foi realizada utilizando uma coluna Durabond-DB5. Como mostrado
na Tabela 1, foi possivel identificar vinte e quatro constituintes (93% dos constituintes volateis)
no 6leo essencial de C. aurantifolia, que consiste no 6leo obtido a partir de prensagem a frio da
casca dos frutos desta espécie vegetal, seguido de destilagdo a vapor, comercializado com a
denominacdo de 6leo essencial de Lima destilada pelo Fabricante Ferquima® (Figura 1). O dleo
essencial apresentou como compostos majoritarios: limoneno (42,60%), cimeno (11,80%), o-
terpineol (11,76%), terpinoleno (5,30%) e y-terpineno (4,63%). A identificacdo dos constituintes
quimicos foi feita por analise comparativa dos espectros de massas com os dados espectrais da
biblioteca eletronica do sistema CG/EM (NIST-05, Versao 2.0) e com base nos indices de
reten¢do dos analitos calculados pela co-injecdo de uma mistura de padrdes de hidrocarbonentos

(C-8 a C-22), sendo estimados os seus indices de Kovats e comparados com dados encontrados

na literatura (ADAMS, 2007).
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Figura 1: Cromatograma do 6leo essencial de Citrus aurantifolia (Lima destilada), apds analise

por Cromatografia Gasosa com detecgdo por espectrometria de massas (CG-EM).
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Tabela 1: Constituintes quimicos identificados por CG/EM no o6leo essencial de Citrus

aurantifolia (Lima destilada)

Constituinte RT (min)* % érea” IK calculado® IK Literatura®
o-pineno 4,188 1,95 934 932
canfeno 4,454 1,12 949 946
sabineno 4,900 0,05 974 969
B-pineno 4,970 2,40 978 974
mirceno 5,209 0,52 992 988
a-felandreno 5,493 0,11 1006 1002
3-careno 5,618 0,05 1012 1008
isocineol 5,710 3,50 1016 1012
para-cimeno 5,939 11,8 1027 1020
limoneno 6,071 42,6 1033 1024
eucaliptol 6,093 2,31 1034 1026
y-terpineno 6,642 4,63 1060 1054
terpinoleno 7,291 5,30 1090 1086
exo-fenchol 7,851 1,05 1116 1118
1-terpineol 8,308 0,99 1136 1130
cis-B-terpineol 8,982 0,23 1166 1140
borneol 9,037 0,52 1168 1165
Terpineno-4-ol 9,299 0,60 1180 1174
o-terpineol 9,653 11,8 1195 1186
y-terpineol 9,767 0,87 1200 1199
cariofileno 14,675 0,21 1424 1417
trans-a.-bergamoteno 14,984 0,63 1439 1432
[-bisaboleno 16,351 0,08 1505 1505
oxido de cariofileno 17,998 0,16 1589 1582
Total identificado 93,5%

Notas: As substincias estdo listadas em ordem de ecluicdo de uma coluna Durabond-DBS.
Identificag@o dos constituintes quimicos foi feita por analise comparativa dos espectros de massas com 0s
dados espectrais publicados na biblioteca eletronica do sistema CG/EM (NIST-05, Versao 2.0, nivel de
qualidade acima de 90%) e com base nos indices de retengdo dos analitos. RT. tempo de retengdo na
coluna Durabond-DB5. % 4area. porcentagem da area do constituinte em relacdo a area total. IK
calculado. indice de Kovats calculado através de n-alcanos (C8 — C20) na coluna Durabond-DB5. 1K

Literatura indice de Kovats encontrados na literatura (ADAMS, 2007).
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4.2 Atividade antioxidante in vitro

As atividades antioxidantes do 6leo essencial de Lima destilada foram determinadas pelos
métodos de ensaio autografico de CCDC para DPPH (sequestrador de radical) utilizando solucao
de DPPH em etanol e por ORACy e os resultados da atividade antioxidante do 6leo essencial de
Lima destilada e das amostras-padrao de oxido de cariofileno, cariofileno, limoneno e

quercetina, estdo resumidos na Tabela 2.

No ensaio ORACE. (ensaio direto, basecado em mecanismos de transferéncia de
hidrogénio), o resultado obtido para o 6leo essencial foi 950,34 + 4,10 umol / TE g ', enquanto
na analise por CCDC (ensaio indireto, baseado em mecanismos de transferéncia de elétrons) do
6leo essencial na diluigdo de 1:250 (v/v) em metanol, produziu uma mancha amarela intensa
quando revelado com solu¢do metanolica a 0,2% de DPPH, devido a reducao do radical DPPH,
indicando atividade antioxidante em ambos os métodos direto e indireto. O 6leo essencial
mostrou consideravel atividade antioxidante, com resultados similares ao das substancias de
referéncia utilizadas, incluindo a de constituintes majoritarios do 6leo de Lima destilada como o
terpendide Limoneno que apresenta relatos de atividade antioxidante documentados em literatura
(ROBERTO et al., 2010). Segundo Roberto et al. (2010) e Dugo e Mondello (2010) o Limoneno

tem efeito antioxidante por diminuir o nivel de H>O, e aumentar a atividade da catalase.
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Tabela 2: Capacidade antioxidante do 6leo essencial de Citrus aurantifolia (Lima destilada).

Oleo Essencial / ORACy @
DPPH ©.

Controle Positivo (umol / TE g ™1 ®)
Oleo essencial de Lima destilada 950,30 + 4,10 forte
Oxido de cariofileno® 1202,50 + 1.80 forte
(E)-cariofileno® 1080,00 + 3.20 forte
Limoneno® 1280,00 + 1.20 forte
Quercetina @ 5200,00 + 0.90 forte

@ Meédia (% DPR, desvio padrao relativo) dos ensaios em triplicata. ® dados de ORACy
expressos como pmol de Trolox equivalente por grama de 6leo essencial (umol de ET g). “Resultado da
atividade antioxidante qualitativa no ensaio em CCDC utilizando solugdo metanolica a 0,2% do radical
DPPH como sistema revelador e amostras testes na diluigdo de 1:250 (v/v) em metanol, sendo a atividade
sequestradora de radical DPPH foi atribuida como "forte" (amostras que produziram uma mancha amarela
intensa), "média" (amostras que produziram uma mancha de cor amarela clara), "fracas" (amostras que
produziram apenas um fracamente visivel mancha amarela) e "ndo ativa" (amostras que produziram
nenhum sinal de qualquer mancha amarela) (CAVIN et al., 1998; TAKAMATSU et al., 2003). @

Substancias utilizadas como controle positivo.

4.3 Analise da viabilidade celular

Vermelho Neutro

Na avaliagdo da citotoxicidade celular utilizando o corante Vermelho Neutro, verificou-se
que os grupos experimentais mdx e controle (C57BL/10) com as concentracdes de 50, 60 e
70pg/ml de oOleo essencial apresentaram viabilidade celular acima de 94% (Grafico 1). Os
grupos experimentais com as concentragdes de 80, 90 e 100ug/ml apresentaram viabilidade
acima de 180% (Grafico 1).
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Grafico 1. Analise da viabilidade celular por ensaio de incorporagdo do Vermelho Neutro em
células musculares primarias de camundongos das linhagens C57BL/10 (C57) e mdx. Cels: sem
tratamento; Tween: Tween diluido no meio; OE50: 6leo essencial de Lima destilada na concentragio de
50ug/ml; OE60: oleo essencial de Lima destilada na concentragdo de 60ug/ml; OE70: 6leo essencial de
Lima destilada na concentragdo de 70pg/ml; OE80: 6leo essencial de Lima destilada na concentragdo de
80ug/ml; OE90: 6leo essencial de Lima destilada na concentragdo de 90pg/ml; OE100: 6leo essencial de
Lima destilada na concentragdo de 100pug/ml. * Difere do grupo Cels; ° Difere do grupo Tween; ¢ Difere
dos grupos OE50, OE60 ¢ OE70; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparacdo multipla do teste

de Tukey.

Trypan Blue

Verificou-se, através da marcagcdo com Trypan Blue, observou-se que os grupos
experimentais mdx e controle (C57BL/10) com as concentracdes de 50, 60, 70 80, 90 e 100pg/ml

de oleo essencial apresentaram viabilidade celular acima de 90% (Grafico 2). Com excecao do
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grupo C57 na concentracdo de 80 pg/ml que apresentou viabilidade de aproximadamente 85%

(Grifico 2).
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Grafico 2. Andlise da viabilidade celular com marcador Trypan Blue (Azul de Trypan) em células
musculares primarias de camundongos das linhagens C57BL/10 (C57) e mdx. Cels: sem tratamento;
Tween: Tween diluido no meio; OES0: 6leo essencial de Lima destilada na concentragao de 50pg/ml;
OE60: oleo essencial de Lima destilada na concentragdo de 60ug/ml; OE70: o6leo essencial de Lima
destilada na concentracdo de 70pg/ml; OE80: oleo essencial de Lima destilada na concentragdo de
80ug/ml; OE90: 6leo essencial de Lima destilada na concentragdo de 90pg/ml; OE100: 6leo essencial de
Lima destilada na concentragdo de 100pug/ml. * Difere do grupo Cels; " Difere do grupo Tween; ¢ Difere
dos grupos OES50, OE60, OE70 e OE80; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparagdo multipla

do teste de Tukey.

MTT
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Através da andlise do MTT, verificou-se que os grupos experimentais mdx € controle
(C57BL/10) com as concentragdes de 50, 60 e 70 de 6leo essencial apresentaram viabilidade

celular acima de 90% e os grupos nas concentracdes 80, 90 e 100png/ml acima de 100% (Grafico

3).
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Grafico 3. Viabilidade celular medida como absorbancia (ensaio MTT) em células musculares primarias
de camundongos das linhagens C57BL/10 (C57) e mdx. Cels: sem tratamento; Tween: Tween diluido no
meio; OES0: 6leo essencial de Lima destilada na concentracdo de 50ug/ml; OE60: dleo essencial de
Lima destilada na concentragdo de 60ug/ml; OE70: 6leo essencial de Lima destilada na concentragdo de
70ug/ml; OE80: oleo essencial de Lima destilada na concentragdo de 80pg/ml; OE90: dleo essencial de
Lima destilada na concentragdo de 90ug/ml; OE100: 6leo essencial de Lima destilada na concentracdo de
100pg/ml. * Difere do grupo Cels; ° Difere do grupo Tween; © Difere do grupo OE80; p<0,05; ANOVA

"one-way", seguida de comparagdo multipla do teste de Tukey.
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4.4  Analise do conteudo de TNF-a, NF-kB e 4-HNE (Western Blotting)

Segundo a literatura, as propriedades anti-inflamatérias dos Oleos essenciais sdo dose-
dependente. Os resultados terapéuticos mais expressivos obtidos com os 6leos essenciais sao
com doses acima de 100mg/kg (CAMPELO et al., 2011a,b; TAKAYAMA et al., 2011). Desta
forma, em nossos experimentos a andlise do conteido de TNF-a, NF-kB, 4-HNE e H,0, foi

realizada com culturas tratadas com o 6leo essencial de lima na concentragdo de 100pg/ml.

TNF-0

Verificou-se marcacdo expressiva do conteido de TNF-o nas células musculares
distréficas em relagd@o as células controle (Figura 2). Reducao do conteudo de TNF-a nas células

musculares mdx foi observada apds tratamento com OE100, com os valores proximos ao

controle (p<0.00001).
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Figura 2. Quantificacdo do contetido de TNF-o em células musculares primarias por Western Bloting.
C57: células do grupo controle (C57BL/10) sem tratamento; mdx: células distroficas sem tratamento;
mdx OE100: células distroficas que receberam oleo essencial de Lima destilada na concentracdo de
100pg/ml. * Difere do grupo C57; ° Difere do grupo mdx; p<0,00001; ANOVA "one-way", seguida de

comparacao multipla do teste de Tukey.

NF-kB

Nao foi observada alteracao do conteido de NF-kB entre as células musculares mdx e
controle (Figura 3). Mesmo assim, verificou-se diminuicdo significativa (36%; p<0,05) do
contetdo de NF-kB nas células mdx tratadas com OE100 quando comparados as células

musculares mdx que ndo receberam tratamento.
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Figura 3. Quantificacdo do contetido de NF-kB em células musculares primarias por Western Bloting.
C57: células do grupo controle (C57BL/10) sem tratamento; mdx: células distroficas sem tratamento;

mdx OE100: células distréficas que receberam o6leo essencial de Lima destilada na concentracdo de

100ug/ml. * Difere do grupo mdx; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparag¢do multipla do teste

de Tukey.
4-HNE

Observou-se aumento significativo do contetido de 4-HNE (p<0.05) nas células musculares
distréficas em relagdo as células controle (Figura 4). Diminui¢do deste aumento (50%) foi

observada apos tratamento com OE100, porém esta reducdo ndo foi estatisticamente significativa

(p>0,05).
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Figura 4. Quantificagdo do conteudo de 4-HNE em células musculares primarias por Western Bloting.
C57: células do grupo controle (C57BL/10) sem tratamento; mdx: células distroéficas sem tratamento;
mdx OE100: células distroficas que receberam oleo essencial de Lima destilada na concentracdo de

100ug/ml. * Difere do grupo C57; p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparag¢do multipla do teste
de Tukey.

4.5 Deteccao H,O; nas células musculares

Na Figura 05 pode-se observar aumento significativo da liberacdo de H,O, nas células
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musculares mdx quando comparado ao das células obtidas dos camundongos C57BL/10
(controle). Tratamento com OE100 reduziu (74%) a liberacdo de H,O, nas células musculares

mdx em relagdo as células mdx nao tratadas.
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Figura 5. Detecgdo de H,0O, utilizando o kit Amplex Red/HRP (horseradish peroxidase). C57: células do
grupo controle (C57BL/10) sem tratamento; mdx: células distroficas sem tratamento; mdx OE100:
células distroficas que receberam 6leo essencial de Lima destilada na concentragao de 100pg/ml. * Difere
do grupo C57; ° Difere do grupo mdx p<0,05; ANOVA "one-way", seguida de comparagio multipla do

teste de Tukey.
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5 DISCUSSAO

O oleo de C. aurantifolia ¢ bem conhecido por sua aplicagdo em produtos farmacéuticos
e cosméticos e também pelo potencial efeito benéfico sobre doencas relacionadas ao estresse
oxidativo e/ou inflamagdo (CAMPELO et al., 2011a; CAMPELO et al., 2011b). Neste contexto,
o presente estudo ¢ uma tentativa de compreender a composi¢do quimica do dleo essencial de
Lima destilada (6leo essencial de C. aurantifolia obtido a partir de prensagem a frio da casca dos
frutos desta espécie vegetal, seguido de destilacdo a vapor, comercializado com a denominagao
de Oleo essencial de Lima destilada pelo Fabricante Ferquima®, utilizada em nossos
experimentos) e seu potencial efeito anti-inflamatério e antioxidante sobre células musculares

distréficas de camundongos mdlx.

Composicao Quimica e avaliacao da atividade antioxidante in vitro

Recentemente, a composi¢do quimica do 6leo de C. aurantifolia foi documentada na
literatura apds analise por GC-EM com a identificacdo de 22 constituintes (90% dos volateis
identificados), sendo o principal constituinte identificado o limoneno (30,13%), além de outros
constituintes tais como trans-p-menta-2, 8-dienol, B-linalol, fenchol, p-Menti-8-en-1-0l, o-
terpineol, mirtenol e c-terpineol (JAIPRAKASH et al., 2009). Nas analises do presente estudo foi
possivel identificar vinte e quatro substancias, com o predominio de monoterpenos, estando
dentre os constituintes majoritarios o limoneno (42,60%), a-terpineol (11,76%), cimeno
(11,80%), y-terpineno (4,63%) e terpinoleno (5,30%). O 6leo de Lima destilada estudado
consiste no Oleo obtido a partir de prensagem a frio da casca dos frutos de C. aurantifolia,

seguido de destilagdo a vapor. Segundo o fabricante o Oleo de Lima destilada apresenta
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aproximadamente 45% de limoneno, 10% de a-terpineol, 5% de y-terpineno e 5% de terpinoleno
(FERQUIMA, 2013) e os resultados obtidos para este 0leo essencial estdo coerentes com o
esperado. A variagdo na composi¢do de 6leos essenciais pode ser devido as diferencas no seu
local de crescimento, fatores ambientais, no tempo de colheita e na parte da planta utilizada para

a extracdo do 6leo essencial e/ou metodologia empregada.

Outra andlise realizada em nossos experimentos foi a avaliagdo da capacidade
antioxidante do 6leo essencial de Lima destilada em ensaios in vitro. A atividade antioxidante
dos oleos essenciais tem despertado grande interesse, devido a sua capacidade de conservar
alimentos dos efeitos toxicos dos oxidantes (MAESTRI et al., 2006) e também por poder atuar
em doencas causadas por estresse oxidativo (MIGUEL, 2010). Os métodos mais comuns que tém
sido utilizados para determinar a capacidade antioxidante incluem o ORACE e o ensaio DPPH.
Nossos resultados reforcam os dados da literatura, demonstrando que o 6leo essencial de Lima
destilada apresenta atividade antioxidante, como outros 6leos essenciais de espécies de Citrus

(SINGH et al., 2010).

Viabilidade Celular, Efeito Anti-inflamatorio e Antioxidante

Com relagdo aos ensaios bioldgicos, o primeiro pardmetro avaliado em nossos
experimentos foi a citotoxidade do 6leo de Lima destilada sobre as células musculares, a qual foi
avaliada por meio de testes de viabilidade celular. Dentre os testes mais citados na literatura
encontramos o0 MTT, o Vermelho Neutro ¢ o Trypan Blue (MELO 1996; HARBELL et al.,
1997; STROBER 2001).

O ensaio do MTT se baseia na redu¢do do MTT, um sal tetrazolico, pela desidrogenase

mitocondrial de células viaveis para formar como produto o azul de Formazan. O ensaio mede a
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respiracdo celular, que ¢ proporcional a quantidade de Formazan produzida e ao nimero de
células viaveis em cultura (HARBELL et al., 1997). Com relagao ao Vermelho Neutro, este em
pH fisiologico passa facilmente através da membrana plasmatica e se concentra no interior dos
lisossomos, portanto analisa a viabilidade lisossomal das células (HARBELL et al., 1997). Na
analise do Trypan Blue, as células vivas ndo permitem a passagem do corante e, logo, nao
adquirem nenhuma coloragdo. Como as células mortas tém suas membranas danificadas, ocorre
o fluxo de corante para o interior da célula fornecendo uma coloragao azul (STROBER 2001).

Em nossos experimentos a viabilidade celular se manteve normalmente acima de 90%,
tanto nas células controle (C57BL/10) como nas células distroficas. Colaborando com nossos
resultados, outros estudos nao destacam efeito toxico do o6leo essencial de Citrus em seus
experimentos (CAMPELO et al., 2011a; CAMPELO et al., 2011b).

Ainda em relagdo a viabilidade celular, verificamos que na anéalise por Vermelho Neutro,
as células tratadas nas concentracdes de 80 e 90ug/ml do 6leo de Lima destilada apresentaram
um alto indice de viabilidade. Os resultados obtidos no ensaio com Vermelho Neutro sdo
dependentes de dois fatores principais: (1) do numero de células vidveis na cultura, onde ha
relacdo linear entre o corante extraido da cultura e o nimero de células vidveis na mesma, o que
implica que alteragdes toxicas na proliferacdo celular podem modificar significativamente os
resultados e (2) da viabilidade lisossomal das células ou fun¢do dessas. Ainda, segundo Melo
(1996) a incorporagdo do Vermelho Neutro por células viaveis pode ser modificada por
alteragdes na superficie celular ou na membrana lisossomal. Diante do exposto, uma hipdtese
para os resultados obtidos no presente trabalho ¢ que o 6leo essencial nas concentragdes de 80 e
90ug/ml pode ter promovido alteragdes na membrana celular. Em experimentos realizados por

Di Pasqua et al. (2006), concentragdes elevadas de limoneno (constituinte majoritario do 6leo
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essencial utilizado em nossos experimentos) promoveram alteracdes substanciais na membrana

de bactérias, resultando em maior sobrevida dessas em condig¢des adversas de pH e acidez.

Outro parametro avaliado foi o efeito anti-inflamatério do 6leo de Lima destilada, uma
vez que a resposta inflamatdria exacerbada participa expressivamente na patofisiologia das fibras
musculares distréficas (GROUNDS et al., 2008). Segundo Campélo et al., (2011a,b) os 6leos
essenciais extraidos da espécie Citrus apresentam efeito benéfico sobre doengas associadas a
inflama¢ao.Em nossos experimentos, verificamos aumento significativo da expressao do TNF-a
nas células musculares distroficas, o que esta de acordo com outros trabalhos in vivo realizados
por nosso grupo de pesquisa e também de outros pesquisadores (DE SENZI et al., 2013;
TONON et al., 2012; GROUNDS et al., 2008). Em relagdo ao tratamento proposto, o 6leo de
Lima destilada reduziu expressivamente o conteudo do TNF-a nas células distroficas. Ocete et
al. (1989) e Martin et al. (1993) avaliaram a atividade dos terpenos, a-pineno e [-cariofileno
frente a inflamacdo em edema de pata induzido pela carragenina em ratos e concluiram que os
Oleos essenciais constituidos com esses terpenos apresentaram atividade inibitéria sobre a
formacdo de edema, podendo ser util no controle do processo inflamatério exacerbado, com
resultados similares aos nossos para o oleo essencial de C. aurantifolia onde estes terpenos estao
presentes em (1,95%) a-pineno e (0,16%) B-cariofileno. Em adi¢do, o 6leo essencial de C.
aurantium € o limoneno seu constituinte majoritario (97,8%) apresentaram significativa
atividade anti-inflamatoria, tanto em modelos de inflama¢do aguda quanto em modelos cronicos
de artrite reumatdide (MORAES, 2012). Segundo Moraes (2012) esta atividade anti-inflamatéria
parece estar relacionada com a inibi¢do do aumento da expressdo de varios fatores pro-
inflamatorios, tais como: COX-1, COX-2, TNF-q, IL-1B e 6xido nitrico (NO). Recentemente,

d’Alessio et al. (2013) demonstraram que o limoneno apresenta significante efeito anti-
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inflamatério em experimentos in vivo e in vitro, particularmente na redu¢dao do conteudo de

TNF-a.

Diferentemente dos experimentos com TNF-a, ndo observamos alteracao na expressao do
NF-xB entre as células musculares distroficas e controle. Este resultado sugere que
possivelmente outros mecanismos participam da liberacao de citocinas pré-inflamatérias além do
fator NF-xB nas células distroficas. Estudo recente, com 6leo essencial de Citrus (Citrus medica
L. var. sarcodactylis) apresentou inibi¢do da ativacdo do fator NF-kB em macrofagos murinos
Raw 264.7 (KIM et al., 2013). Visto que, também observamos redugao do contetido do fator NF-
kB nas células musculares distroficas apos tratamento com o 6leo essencial de Lima destilada, o
estudo de Kim et al. (2013) nos incentiva a sugerir que os 6leos essenciais de Citrus podem
apresentar potencial efeito também sobre o NF-kB. Outro estudo reforca esta sugestdo, verificou-
se que o 6leo essencial de Artemisia fukudo, principalmente constituido por a-tujona, B-tujona,
canfora e cariofileno atenua a inflamacgdo, por suprimir a ativacdo do NF-kB em macrofagos

murinos RAW 264.7 (YOON et al., 2010).

O efeito inibitério de alguns 6leos essenciais na produgdo de citocinas pro-inflamatorias
parece ser mediado pela supressdo da expressao génica destas citocinas. Segundo alguns autores,
alguns 0Oleos essenciais por eles estudados significativamente suprimiam a expressdo de proteina
e RNAm de citocinas em células estimuladas, assumindo por conseguinte, que o efeito inibitorio
destes Oleos essenciais na expressdo das citocinas pro-inflamatdrias ocorre principalmente em
nivel transcricional (BURKOVSKA et al., 2007; DUNG et al., 2009; DUTRA et al., 2009;
YOON et al., 2010).

Com relagdo ao estresse oxidativo, experimentos in vivo com camundongos mdx

demonstraram peroxidagdo lipidica da membrana causada pelo aumento da producdo de EROs
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no periodo que antecede o inicio da degeneragao das fibras musculares (DISATNIK et al., 1998).
O processo de peroxidagdo lipidica causa a destruicdo de lipideos presentes na membrana
celular, resultando na formacao de peroxidos lipidicos e aldeidos, como malondialdeido (MDA)
e o 4-hidroxinonenal 4-HNE; (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990). Muitos biomarcadores
vém sendo utilizados para avaliar o estresse oxidativo, dentre eles o MDA (ESTERBAUER;
CHEESEMAN, 1990), dienos conjugados (DORMANDY; WICKENS, 1987), gases etano e
pentano (FRANK; BAKER, 1980), isoprostanos (MORROW et al., 1995), 4-HNE
(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991), modificagdes de proteinas (LEVINE;
WETZEL, 1994) e modificagdes no DNA (MARNETT, 1999). O 4-HNE ¢ um dos maiores
produtos finais da peroxidacao lipidica e tem sido largamente aceito como um indutor de estresse
oxidativo, estando envolvido na patogénese de vérias doengas degenerativas como a doenca de
Alzheimer, aterosclerose e cancer (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991; UCHIDA,
2003). Em nossos experimentos, analisamos o conteudo de 4-HNE nas células musculares e
verificamos aumento do conteudo deste nas células distréficas. O tratamento com o o6leo
essencial de Lima destilada reduziu este aumento, confirmando sua atividade antioxidante,

porém essa reducao nao foi significativa.

Outra analise realizada para avaliar o efeito antioxidante das drogas utilizadas, foi a
quantificagdo da liberagdo de H,O, Verificamos diminui¢ao significativa da liberacao de H.O, nas
células musculares distroficas apds tratamento com o 6leo essencial de Lima destilada. Embora o
H.O. ndo seja um radical livre, tem sido considerado uma das mais importantes EROs devido a
sua alta capacidade de difusdo extracelular (YU, 1994) e também pela sua alta capacidade de

gerar o radical OH, altamente reativo, via reacao de Fenton (ARUOMA; HALLIWELL, 1989).
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Colaborando com nossos achados, na literatura, outros o6leos essenciais também
apresentam efeito antioxidante. Na analise de peroxidagdo lipidica, o oleo de Lavandula
angustifolia Mill apresentou potente efeito antioxidante (YANG et al., 2010). Os o6leos de
Thymus vulgaris L. e Ocimum basilicum L. demonstraram significativa atividade antioxidante

comparavel ao a-tocoferol (WEI; SHIBAMOTO, 2010).

45



6 CONCLUSAO

Este estudo possibilitou concluir que o o6leo essencial de Lima destilada apresentou
constituintes quimicos coerentes com o esperado para esta espécie vegetal, sendo o limoneno o
constituinte majoritario; apresentou-se ativo com capacidade antioxidante in vitro nos ensaios
ORACk. e DPPH; atenuou os efeitos deletérios que ocorrem nas células musculares distroficas
in vitro, no que diz respeito aos marcadores avaliados de inflamagao e estresse oxidativo. Diante
do exposto, acreditamos que o Oleo essencial de Lima destilada possa ser potencialmente util
para o tratamento farmacologico da distrofia muscular. Entretanto, sdo necessarios estudos
futuros in vivo para se verificar qual ¢ a dosagem e o tempo de tratamento adequados para se

obter o melhor efeito deste dleo essencial.
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