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APRESENTACAO

O livro “O conhecimento cientifico na Quimica 2” apresenta artigos na area de ensino
de quimica, tecnologia quimica, quimica verde, quimica ambiental e processos quimicos.

O e-book contem 29 capitulos, que abordam temas sobre desenvolvimento e
aplicacédo de jogos didaticos, aprendizagem significativa; andlise de livros didaticos;
histéria da quimica; reaproveitamento de residuos agroindustriais; desenvolvimento de
novos materiais de interesse ambiental; adsorventes sustentaveis; fotocatalise, tratamento
de agua e efluentes; sintese de liquidos ibnicos; hidrolise enzimatica e quantificacdo de
enzimas; estudos de toxicidade; analise quimica de 6leos essenciais; aplicacéo de extratos
de frutos da regido amazénica na atividade enzimatica; desenvolvimento de eletrodo;
desenvolvimento de compoésitos a partir de residuos; producao de fertilizantes de liberacéo
controlada; tecnologias e técnicas para aplicacdo de plasma em quimica; sintese e
aplicacé@o de nanotubos de carbono.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos do conhecimento cientifico no Brasil e suas relagdes esta ciéncia. Nos tempos
atuais é perceptivel a importancia da pesquisa académica no Brasil para o desenvolvimento
de novas tecnologias, farmacos e vacinas que auxiliem no combate as doencas e na
qualidade de vida. Dessa forma, mais uma vez a Atena Editora reine o conhecimento
cientifico em forma de ebook, destacando os principais campos de atuag¢do da quimica no
pais.

Os artigos constituintes da cole¢éo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas de quimica, tecnologia quimica, quimica ambiental e ensino
de quimica.

ApOs esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “O conhecimento cientifico na Quimica 2”. Desejo uma excelente

leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: A determinagéo da citotoxicidade do
Oleo essencial extraido de planta é fundamental
para garantir a segurangca na utlizagdo. O
presente estudo teve como objetivo identificar a
composi¢do quimica e determinar a toxicidade
do Oleo essencial de Origanum vulgare em
diferentes linhagens celulares, Madin Darby
bovine kidney (MDBK), Rabbit kidney (RK 13),
Madin Darby canine kidney (MDCK) e Crandell
feline kidney (CRFK), pelo método brometo de

O Conhecimento Cientifico na Quimica 2

3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT). A identificagao quimica do 6leo essencial
foi realizada por cromatografia gasosa com
ionizacao de chama (GC/FID). Os compostos
encontrados no 6leo essencial de orégano foram
a-terpineno, Yy-terpineno, linalol, 4- terpineol
e timol. A concentracdo méxima nao tdxica
do dleo essencial de Origanum vulgare frente
as células RK 13 e MDCK foi de 0,013 pg/mL,
utilizando as células MDBK o resultado foi de
0,052 pg/mL e nas CRFK foi de 0,023 yg/mL. As
analises demonstraram que a citotoxicidade foi
dependente da linhagem celular.
PALAVRAS-CHAVE: Origanum
citotoxicidade, 6leo essencial.

vulgare,

DETERMINATION OF THE
CYTOTOXICITY OF THE ESSENTIAL OIL
OF ORIGANUM VULGARE

ABSTRACT: The determination of the
cytotoxicity of the essential oil extracted from
the plant is essential to ensure safe use. The
present study aimed to identify the chemical
composition and determine the toxicity of the
essential oil of Origanum vulgare in different
cell lines, Madin Darby bovine kidney (MDBK),
Rabbit kidney (RK 13), Madin Darby canine
kidney (MDCK) and Crandell feline kidney
(CRFK), by the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)
-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) bromide method.
The chemical identification of the essential oil
was performed by gas chromatography with
flame ionization (GC / FID). The compounds
found in oregano essential oil were a-terpinene,
y-terpinene, linalool, 4-terpineol and thymol. The
maximum non-toxic concentration of the essential
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oil of Origanum vulgare against RK 13 and MDCK cells was 0.013 pg/mL, using MDBK cells
the result was 0.052 pg/mL and in CRFK was 0.023 pug/mL. The analyzes showed that the
cytotoxicity was dependent on the cell line.

KEYWORDS: Origanum vulgare, cytotoxicity, essential oil.

11 INTRODUGAO

Origanum vulgare, conhecido popularmente como orégano € uma planta perene
pertencente a familia Lamiaceae, sua altura varia entre 25 cm e 40 cm, sendo cultivada
em solos calcarios e secos. As folhas do orégano sdo verde-escuras que medem
aproximadamente 1 a 5 cm (Lorenzi et al., 2006; Raven et al., 2007; Costa, 2009;
Lukas etal., 2015). Na composicao quimica do 6leo essencial extraido das folhas de
Origanum vulgare podem ser encontrados diversos compostos bioativos, sendo algumas
responsaveis por atividades terapéuticas e ou téxicas (Chun et al., 2005). O 6leo essencial
€ um liquido com aroma caracteristico formado por uma mistura complexa de compostos
lipofilicos volateis (Teixeira et al., 2013), presentes no tecidos vegetais, para protecao
da planta contra ataques de patégenos e radiacdo ultra-violeta (Janczyk et al., 2009).
Os constituintes majoritarios do éleo essencial de Origanum vulgare séo a-terpineno,
y-terpineno, linalol, 4- terpineol e timol (Cleff, 2008). Origanum vulgare (orégano) tem sido
utilizado na culinaria como tempero e conservante de alimentos, devido a presenca de
compostos bioativos com acdo antimicrobiana (Kalemba e Kunicka, 2003; Lorenzi; Matos,
2006; Bona et al., 2012). Varios estudos relatam na literatura a composi¢cao quimica e as
atividades biologicas dos 6leos essenciais de orégano, no entanto, pouco tem sido relatado
com relagdo a citotoxicidade desse 6leo essencial (Angioni, et al., 2004; Cleff, 2008).
Estudo avaliou a citotoxidade do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
e seu composto majoritario eugenol e relatou a citotoxidade do éleo essencial em baixas
concentracdes, mostrando a importancia dos ensaios de citotoxidade e dos cuidados na
utilizacao (Prashar et al., 2006). A partir dos relatos na literatura sobre atividade biologica
e citotoxidade de 6leos essenciais evidencia-se a necessidade de pesquisa e estudos em
relacéo a citotoxidade do 6leo essencial de orégano. O objetivo deste estudo foi investigar a
composicéo quimica e citotoxicidade do 6leo essencial de Origanum vulgare em diferentes
linhagens celulares.

21 METODOLOGIA

2.1 Planta

As folhas de Origanum vulgare foram adquiridas comercialmente da Empresa Luar
Sul Industria e Comércio de Produtos Alimenticios — Santa Cruz do Sul/RS, com nimero
de lote 001/2011.
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2.2 Método de extracao

Para a obtengéo dos 6leos essenciais 100 g das folhas secas foram submetidas a
extragcdo com arraste de vapor em aparelho Clevenger durante 4 horas, em triplicata. No
6leo essencial extraido foi adicionado sulfato de sodio anidro concentrado sob N, (ultra
puro) e armazenado em frasco ambar e mantido sob refrigeracdo até a realizacdo da
caracterizagdo quimica.

2.3 ldentificac@o quimica

Aidentificacdo quimica dos 6leos essenciais obtidos foi pela técnica de cromatografia
gasosa com equipamento CG/FID (Schimadzu, modelo 2010) equipado com coluna
de silica DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), nas seguintes condi¢des cromatograficas:
temperatura inicial de 40 °C, aumentando na taxa de 10 °C min"' até atingir 80 °C, depois
a taxa foi de 2 °C min™ até atingir 90 °C e finalmente 5 °C min até 280 °C, permanecendo
nesta temperatura por 10 min; Td =300 °C; Tinj = 300 °C; Tcol = 40 °C; Split = 1:50. Foi
preparada a solucdo do 6leo essencial a 5000 mg L' em hexano e a solugéo de 40 mg L~
de mix de padrbes cromatograficos, dos quais foram injetadas 1uL. Os constituintes foram
identificados por comparagéo entre o tempo de retencdo dos padrdes e das amostras.

2.4 Citotoxicidade

A triagem das concentracbes com efeito citotoxico foi feita através do teste
colorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para analisar
a toxicidade as linhagens celulares Madin Darby bovine kidney (MDBK), Rabbit kidney (RK
13), Madin Darby canine kidney (MDCK) e Crandell feline kidney (CRFK) foram cultivadas
em microplacas a 37 °C com 5% de CO, durante 24 horas, em meio essencial minimo de
Eagle (E-MEM) contendo 10 % de soro fetal bovino. As monocamadas celulares foram
tratadas com diferentes concentra¢des do 6leo essencial de Origanum vulgare. Apos 72
horas a viabilidade celular foi mensurada através do ensaio MTT (Mosmann, 1983), sendo
as amostras lidas em espectrofotdmetro a 540 nm. Células tratadas somente com E-MEM
foram usadas como controles. Foram consideradas nédo toxicas aquelas concentragbes
cuja viabilidade celular foi préxima a 100%, quando comparadas aos controles celulares

néo tratados, tanto mediante observacao por microscopia quanto no ensaio com MTT.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados da identificagdo quimica do 6leo essencial de Origanum vulgare
podemos observar a presenga de 21 compostos, sendo que 5 compostos sdo majoritarios
com predominancia de terpenos. A concentracdo dos terpenos presentes nas amostras
de 6leo essencial de Origanum vulgare foi calculada em relagdo a area normalizada dos
picos, cujos tempos de retencdo eram iguais aos tempos dos padrées. De acordo com
o cromatograma obtido da amostra do 6leo essencial de orégano analisada, pode-se
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constatar como compostos majoritarios, a-terpineno, y-terpineno, linalol, 4- terpineol e
timol. A Figura 1 apresenta os picos identificados em comparacdo com os padrdes para a
analise da composicéo quimica do 6leo essencial de Origanum vulgare, sendo numerados
de acordo com a Tabela 1, que apresenta os padrbes terpénicos e 0s seus respectivos

tempos de retencao utilizados para a identificacdo dos compostos bioativos.

Intensidade

1750004
175 °
14
17

150000
125000 o
100000+
'.'SI)(H)-:
50000+
:Slmn—-

] 21

o—+— I
Ll 1 v U ) 1
0 10 20 20

min

Figura 1. Cromatograma da amostra do 6leo essencial de orégano obtidos via (GC/FID).

Resultados semelhantes do perfil cromatografico do 6leo essencial de Origanum
vulgare foi relatado no trabalho de CLEFF, 2008. Foram observados como constituintes
majoritarios o 4-terpinenol, a-terpineol, timol e carvacrol, assim como p-cimeno, 1,8
cineol, limoneno, carvacrol, timol (Baranauskiene et al., 2006). Em outro estudo foram
identificados os compostos 4-terpinenol, linalol, limoneno, a-terpineol em amostras de
Origanum majorana L, e no Origanum vulgare L., timol, carvacrol, o-cimeno e a-terpineol
através da cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa (Hussain et al.,
2011). Concordando com os resultados obtidos no presente estudo. Relatos na literatura
demonstraram que o carvacrol, encontrado no 6leo essencial de Origanum vulgare, tem
sido o constituinte responséavel pela citotoxicidade (Jaafari et al., 2007; Alviano et al., 2009).
O metabolismo secundario das plantas pode variar devido a fatores biéticos e abiéticos, tais
como, condi¢des de cultivo, caracteristicas de solo, ambiente, clima, época do ano, local e
horario de coleta, método de secagem, estocagem e extracao, dificultando a comparacao
de resultados de outras pesquisas (Simdes et al., 2003; Gobbo-Neto; Lopes, 2008; Barreto
et al.,, 2008; Windisch et al., 2008; Mathé, 2009).
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Composto Tempo de Retencao

1 a-pineno 4.119
2 Canfeno 4.330
3 b-pineno 4.813
4 Mirceno 5.035
5 a-terpineno 5.573
6 p-cimeno 5.709
7 Limoneno 5.816
8 1,8-cineol 5.886
9 y-terpineno 6.544
10 Terpinoleno 7.308
1 Linalol 7.623
12 Canfora 9.022
13 Borneol 9.774
14 4-terpineol 10.140
15 a-terpineol 10.615
16 Acetato de bornyl 13.706
17 Timol 13.901
18 Carvacrol 14177
19 Trans-cariofileno 17.627
20 . a-humoleno 18.559
21 Oxido de cariofileno 21.909

Tabela 1. Relagéo dos padrdes terpénicos e o tempo de retencao.

O 6leo essencial causou um decréscimo na viabilidade celular, proporcional as
concentragOes testada. As concentragdes ndo toxicas detectadas nos ensaios para os
Oleos essenciais de Origanum vulgare foram 0,052 pug/mL em MDBK, 0,013 pg/mL em
RK 13, 0,023 pug/mL em CRFK, 0,013 pg/mL em MDCK analisadas pelo ensaio MTT. Os
resultados de citotoxicidade dos 6leos essenciais podem estar relacionados a presenca
ou ndo de determinada substancia quimica, ou um sinergismo entre as substancias
presentes no extrato, ja que existiu uma variabilidade de compostos quimicos nos extratos.
Resultados semelhantes foram descritos em um estudo, onde 36,13% de viabilidade celular
foi detectada com uso do 6leo essencial de alecrim pertencente a familia Lamiaceae na
concentragdo de 0.0625% (v/v), em células SK-OV-3. Na concentracédo de 1% (v/v), a adigcdo
do Oleo essencial resultou em viabilidade celular inferior a 11% (Wang et al., 2012). Outro
estudo também realizou ensaio citotoxico com terpenos e com 6leo essencial de Eucalyptus
benthamii, de acordo com os resultados 0 a-pineno nao apresentou citotoxicidade a partir
192,42 ug/mL, y-terpineno na concentracéo de 136,6 ug/mL, 4-terpineol foi de 50,20 ug/
mL e com o 6leo essencial foi de 54,96 ug/mL, demonstrando o aumento do efeito biolégico
pelo sinergismo entre os componentes individuais da planta ministrados na mesma dose
(Boscardin et al., 2012). Outra pesquisa utilizou compostos volateis isolados para avaliagcao
da citotoxicidade in vitro em diferentes linhagens celulares hepaticas, epiteliais, linfocitos e
fibroblastos, demonstrou que o 4 terpineol, a-terpineol, terpinoleno, a-pineno e 1,8 cineol
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foram os responsaveis pela citotoxicidade. Em um estudo realizado com as espécies de
Origanum manjerona e Origanum vulgare em diferentes células humanas pode-se verificar
maior citotoxicidade do 6leo essencial de Origanum manjerona composto por 4 terpienol,
linalol, limoneno e a-terpineol, na concentragdo de 70 ug/mL na célula MCF-7, 85 g/
mL na célula LNCaP, 300 pg/mL na célula NIH-3T3 quando comparado ao de Origanum
vulgare, composto por timol, carvacrol e a-terpineol, na concentracdo de 100 pug/mL na
célula MCF-7, 90 pg/mL na célula LNCaP, 320 ug/mL na célula NIH-3T3 (Hussain et al.,
2011). Em outros estudos de citotoxicidade, utilizando mesma metodologia do presente
estudo, mas com 6leos essenciais de Thymus zygis subsp. Sylvestris, também foi detectado
relativamente alta toxicidade na concentracéo 0,08 a 0,16 uL/mL (Gongalves et al., 2010).
Enquanto que um estudo com Oleo essencial de Thymus daenensis, Thymus vulgaris,
Zataria multiflora pertencentes a mesma familia do Origanum vulgare, foram observadas
toxicidade (200 pg/mL) para o 6leo essencial (1000ug/mL) (Saderi; Abbasi, 2011). Os 6leos
essenciais sdo misturas complexas de substéncias voléateis, lipofilicas, que pode justificar
a maior citotoxicidade dos 6leos (Simdes et al., 2003; Teixeira et al., 2013). As células
MDBK, RK 13, MDCK e CRFK sdo amplamente utilizadas para isolamento e crescimento
de diversos virus. A partir da determinacédo da concentragdo nao téxica do 6leo essencial
de Origanum vulgare sera possivel a realizagdo de estudos sobre atividades biologicas.
A toxicidade do 6leo essencial e de compostos ativos isolados depende da concentracéo
utilizada, sendo muitas vezes produzidas reac¢des toxicas somente em altas concentracdes
(Bianchini et al., 2017).

41 CONCLUSAO

Os principais compostos nos 6leos de O. Vulgare, foram a-terpineno, y-terpineno,
linalol, 4- terpineol e timol. A citotoxidade do 6leo essencial pode estar relacionda com
o sinergismo dos compostos bioativos presentes. Os resultados da citotoxidade do 6leo
essencial depende da linhagem celular utilizada, sendo uma etapa importante, para
utilizacdo segura nas investigagdes das atividades bioldgicas.
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