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I- Resumo

Citrus aurantium L., pertencente à família Rutaceae, é uma espécie medicinal
amplamente utilizada para fins terapêuticos, sendo muito indicada para o tratamento de
distúrbios do trato gastrointestinal. Há relatos populares de seu efeito no combate ao reumatismo,
taquicardia e por sua ação diurética e antiespasmódica. Já existem comprovações da ação
antibiótica do óleo essencial de Citrus aurantium (OECa) contra a bactéria Helicobacter pylori,
uma das maiores indutoras de úlceras gástricas no homem. Assim, o presente estudo teve como
objetivos avaliar o potencial mutagênico, antimutagênico e genotóxico do OECa, utilizando o
teste do cometa em células da mucosa gástrica e o teste do micronúcleo em células do sangue
periférico de ratos Wistar. Os resultados mostraram que os tratamentos com três níveis de doses
do OECa (125, 250 e 500 mg/kg, v.o.) não aumentaram a freqüência de reticulócitos
micronucleados, o que indica ausência de efeito mutagênico deste óleo. No entanto, foi



observado efeito genotóxico (teste do cometa) na maior dose avaliada (2500 mg/kg). Por outro
lado, os dados mostraram que o OECa não apresentou efeito antimutagênico sobre os danos
genéticos (micronúcleo) induzidos pela metilnitrosuréia (MNU). A partir dos nossos resultados
podemos concluir que o OECa não apresentou efeito mutagênico e antimutagênico, mas que em
altas doses pode exercer efeito genotóxico em células da mucosa gástrica. Portanto, este trabalho
representa uma relevante contribuição para uma avaliação correta do potencial de risco à saúde
associada à exposição de produtos de origem natural.

a- Abstract

Citrus aurantium L., belonging to the family Rutaceae, is a medicinal species amply
utilized for therapeutic ends, being often indicated for treatment of gastrointestinal tract
disturbances. There are popular reports on its effect in combating rheumatism, tachycardia and
on its diuretic and antispasmodic action. There is already proof of antibiotic action by the
essential oil of Citrus aurantium (OECa) against Helicobacter pylori bacteria, one of the greatest
inducers of gastric ulcers in humans. Thus, the present study aimed to evaluate the mutagenic,
antimutagenic and genotoxic potential of OECa, utilizing the comet assay in gastric mucosa cells
and the micronucleus test in peripheral blood cells of Wistar rats. The results show that
treatments with three OECa dose levels (125, 250 and 500 mg/kg, v.o.) did not increase the
frequency of micronucleated reticulocytes, which indicates the absence of mutagenic effect of
this oil. Nevertheless, genotoxic effect (comet assay) at the highest dose evaluated (2500 mg/kg).
On the other hand, the data show that OECa did not present antimutagenic effect on genetic
damage (micronucleus) induced by methylnitrosourea (MNU). Based on our results we can
conclude that OECa did not present mutagenic or antimutagenic effect, but at high doses it can
exert genotoxic effect on gastric mucosa cells. Therefore, this work represents a relevant



contribution to a correct evaluation of potential health risk associated with exposure to products
of natural origin.



Introdução
II- Introdução

O Citrus aurantium L., da família Rutaceae e popularmente conhecido como laranja-
amarga ou laranja-azeda (Vieira, 1992; Sanguinetti, 1989; Santos et al. 1988) é uma espécie
medicinal amplamente utilizada para fins terapêuticos (Corrêa, 1978), especialmente no que se
refere às cascas dos frutos, flores e folhas. Existem relatos populares de seu efeito no combate a
distúrbios do trato gastrointestinal, reumatismo, taquicardia e por sua ação diurética (Vieira,
1992; Sanguinetti, 1989; Santos et al. 1988) e antiespasmódica (Cordeiro et al. 1996). Já existem
comprovações da ação antibiótica do óleo essencial de Citrus aurantium (OECa) contra a
bactéria Helicobacter pylori, uma das maiores indutoras de úlceras gástricas no homem
(Bergonzelli, 2003). Estudos preliminares realizados em nosso laboratório demonstraram a
presença de substâncias gastroprotetoras e cicatrizantes da mucosa gástrica no óleo essencial de
Citrus aurantium. Nos modelos de avaliação antiulcerogênica em roedores, o OECa exerceu
efetiva ação gastroprotetora, com destaque para o modelo de indução de lesões gástricas por
etanol absoluto, um dos modelos mais severos a mucosa gástrica. Já a ação cicatrizante em
lesões ulcerosas implantadas por ácido acético, o OECa promoveu significativa cicatrização da
mucosa gástrica lesada (72%) se comparado aos animais tratados com o veículo (comunicação
pessoal).

A caracterização fitoquímica do OECa realizada pelo Instituto Agronômico de Campinas
apontou a presença de três constituintes principais: limoneno (97,8%), mirceno (1,43%) e octanal
(0,45%), demonstrando, assim, que sua constituição é majoritariamente de terpenos. Além das
propriedades terapêuticas do OECa, o limoneno é amplamente utilizado como aditivo de sabor e
aroma em perfumes, sabonetes, alimentos, gomas de mascar e bebidas. Nos Estados Unidos,
devido à freqüente ocorrência em muitos alimentos, estima-se que o consumo diário de limoneno
pode chegar a 16,2 mg/pessoa (Sun, 2007). Entretanto, até o momento, pouco se sabe sobre os



possíveis efeitos tóxicos do OECa, especialmente no que se refere ao seu efeito sobre o material
genético.

É sabido que determinadas plantas podem conter substâncias que, além de tóxicas, podem
causar danos no DNA, constituindo-se, assim, em risco potencial à saúde humana. Cardoso et al.
(2006), avaliaram o efeito mutagênico da espécie Byrsonima crassa, planta utilizada na medicina
popular e que possua atividade antiulcerogênica (Sannomiya et al., 2005), e constataram que o
extrato metanólico das folhas da planta apresentaram atividade mutagênica. Efeito semelhante
foi observado com os extratos de Strychnos pseudoquina e Brosimum gaudichaudii. (Santos et al
., 2006; Varanda et al., 2002).

As mutações, de um modo geral, são resultantes de alterações que afetam a estrutura e a
integridade do DNA, como quebras de fita simples e dupla, crosslinks e pareamento errôneo das
bases púricas e pirimidínicas, podendo ter origem “espontânea” ou serem induzidas por agentes
químicos, físicos e biológicos. Essas alterações interferem em mecanismos de regulação do ciclo
celular, apoptose, transcrição e duplicação do DNA, relacionando-se a gênese de doenças
degenerativas como o câncer, efeitos teratogênicos e desordens herdáveis (Boer & Hoejimakers,
2000). Portanto, diante do elevado consumo destes terpenos como aditivos alimentares e do
potencial medicinal do óleo essencial de Citrus aurantium, a realização de estudos que avaliem
seus possíveis efeitos sobre o material genético é de fundamental importância para a utilização
da espécie para fins comerciais e terapêuticos.

Por outro lado, há na literatura dados que demonstram que extratos, compostos isolados e
chás de diversas plantas podem reduzir os efeitos de agentes reconhecidamente mutagênicos que
estejam atuando sobre o organismo humano (Scolastici et al., 2008; Ferreira et al., 2007; Reid et
al., 2006; Silva et al., 2004).

Atualmente, especial atenção tem sido dada para a identificação do potencial
quimioprotetor de compostos naturais sobre danos quimicamente induzidos no DNA.
Knasmuller et al., (2002) estimaram que nos últimos vinte anos aproximadamente 25.000 artigos
foram publicados na área de antimutagênese e anticarcinogênese, e que mais de 80 % dos
agentes estudados eram de origem vegetal e utilizados na dieta ou com propósitos medicinais.
Marnewick et al., (2000), utilizando o teste de Ames, relataram que chás de ervas provenientes
da África do Sul apresentaram significativa atividade antimutagênica sobre a ação de diferentes
mutágenos. O mesmo foi observado com o extrato etanólico de Rhoeo discolor, uma espécie
medicinal utilizada para o tratamento de micoses (González-Avila et al., 2003). Rosa et al.,
(2007) avaliando o efeito do extrato metanólico de Hibiscus tiliaceus sobre danos induzidos no
DNA pelo H2O2, observaram atividade protetora em linhagem de células V79 avaliada pelo teste
do cometa.

Assim, compostos com atividade antimutagênica e/ou anticarcinogênica, presentes em
produtos de origem natural e que sejam de fácil obtenção, são de grande relevância para a saúde
pública e uma alternativa para a redução das taxas de neoplasia (Suaeyun et al., 1997).



a- Testes de mutagenicidade

Desde as últimas décadas do século passado, inúmeros testes vêm sendo rotineiramente
utilizados para a determinação do espectro toxicológico de compostos químicos e medicamentos.
Os testes para avaliação dos efeitos tóxicos sobre o DNA têm sido extensivamente utilizados
para identificar agentes mutagênicos e agentes potencialmente carcinogênicos. Historicamente,
vários manuais de testes de toxicidade genética têm sido elaborados em muitos países, definindo
a bateria de testes recomendados para a identificação do potencial mutagênico de agentes
químicos. Esses manuais, especialmente o da OECD (Organisation for Economic Co-operation
and Development) contém procedimentos detalhados para a realização de cada um dos testes,
fornecendo bases científicas, justificativas para a seleção do teste e orientações para a
interpretação dos resultados (Choy, 2001).

Os ensaios in vitro são bastante utilizados para se fazer o rastreamento do potencial
mutagênico de compostos químicos e para explorar os mecanismos pelos quais determinados
agentes exercem suas atividades genotóxicas. No entanto, os ensaios in vivo, especialmente em
roedores, são os mais recomendados para se avaliar a mutagenicidade de um composto, por
melhor se aproximar as condições do organismo humano.

b- Teste do micronúcleo em reticulócitos

O teste do micronúcleo é um método citogenético simples, rápido e capaz de detectar
quebras e perdas cromossômicas (aneuploidia) tanto in vivo como in vitro. O micronúcleo (MN)
se constitui em pequena massa de cromatina separada do núcleo principal, formada durante a
telófase da mitose ou meiose, e resultante de fragmentos de cromossomos acêntricos ou de
cromossomos inteiros que não foram incluídos no núcleo principal (Fenech et al., 1997).

O teste do micronúcleo em reticulócitos de sangue periférico de roedores foi proposto
como ensaio alternativo ao teste do micronúcleo em medula óssea para a detecção de agentes
mutagênicos. Alguns estudos demonstraram que o uso de reticulócitos apresenta vantagens
como: a) simplicidade na coleta e análise do material; b) menor subjetividade na análise; c) fácil
identificação do micronúcleo (Figura 1); d) uso de pequena amostra de sangue; e) os animais
não precisam ser sacrificados ao final do procedimento (Hayashi et al., 1990).

A B



Figura 1. Fotomicrografia de reticulócitos de camundongos. Em (A), reticulócito normal; em
(B), reticulócito com micronúcleo (seta). Aumento de 1000x. (Hayashi et al., 1990).

c- Teste do cometa

Utilizando de técnicas bioquímicas, Rydberg & Johanson (1978) foram os primeiros a
quantificar diretamente os danos no DNA de células individualizadas. Mais tarde, Ostling &
Johanson (1984) introduziram modificações na metodologia, em que células individualizadas,
embebidas em agarose, eram colocadas sobre uma lâmina de microscópio, lisadas por
detergentes em altas concentrações de sais e expostas a microeletroforese. As células com
freqüência aumentada de quebras de cadeia dupla de DNA apresentavam maior migração da
molécula para o ânodo, permitindo a visualização de uma “cauda” após coloração com pigmento
fluorescente (Figura 2).



B ↓ A →

B →

Figura 2. Fotomicrografias de “nucleoídes” de células de cólon de ratos coradas com brometo de
etídio. (A) nucleóide sem dano ou com dano mínimo no DNA; (B) nucleóides com dano no
DNA. Aumento de 200x. (Lima, 2002).

Devido a essa aparência, a imagem foi chamada de “cometa”, o que levou, mais tarde,
Olive (1989) a sugerir o nome comet assay (ensaio do cometa) para identificar o teste, também
conhecido por Single Cell Gel Electrophoresis assay (SCGE). Com o objetivo de aumentar a
sensibilidade do teste para a detecção de danos, Singh et al. (1988) e Tice et al. (1991),
introduziram modificações que permitiram detectar, além das quebras de fita dupla, quebras de
fita simples, sítios alcali-lábeis, e lesões oxidativas no DNA.

Ao se realizar uma comparação entre outros testes de genotoxicidade, o teste do cometa
apresenta vantagens como: sensibilidade para detectar baixos níveis de danos no DNA, uso de
pequena amostra de células (que não necessita ser células em proliferação), avaliação de células
individuais, simplicidade, baixo custo, rapidez para a obtenção dos resultados e flexibilidade,
uma vez que pode ser utilizado para qualquer população de células. Portanto, para a realização
do teste do cometa é necessário apenas a presença de células viáveis. Tais vantagens têm
favorecido o uso do teste do cometa também para o biomonitoramento ambiental e de
populações humanas, para avaliação da eficiência do sistema de reparo do DNA e para estudos
de quimioprevenção de danos genéticos (Anderson et al., 1998; Hambly et al., 1997; Pool-Zobel
et al., 1996; Fairbain et al., 1995).



Objetivos
III- Objetivos

• Avaliar o potencial mutagênico e antimutagênico do óleo essencial de Citrus aurantium
em células do sangue periférico de roedores.

• Avaliar o potencial genotóxico do óleo essencial de Citrus aurantium em células de
mucosa gástrica de roedores.





Materias e Métodos

IV- Materiais e Métodos

a- Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (200-300g) provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais foram acondicionados em gaiolas
forradas com maravalha autoclavada e mantidos no biotério do Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociências de Botucatu – UNESP, sob condições controladas de temperatura (22 
2°C), umidade relativa (55  10%) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Durante sua permanência no
Biotério, os animais receberam ração peletizada (Purina) e água filtrada ad libitum.

b- Agente químico



O agente químico utilizado como controle positivo foi a metilnitrosuréia (MNU-SIGMA)
diluída em solução salina (NaCl 0,9%) e administrada aos animais por via oral (gavage) na dose
de 7 mg/kg peso corpóreo (p.c.) para o teste do cometa e por via intraperitoneal (i.p.), na dose de
70 mg/kg p.c. para o teste do micronúcleo.

c- Óleo essencial

Frutos de Citrus aurantium L. colhidos ao lado do Departamento de Botânica do Instituto
de Biociências de Botucatu – UNESP, foram descascados e as cascas submetidas à extração do
óleo essencial em aparelho do tipo Clevenger (Marconi S.A.). Para isso, as cascas dos frutos
foram misturadas com água destilada dentro de um balão volumétrico (2L) que foi colocado
sobre manta aquecedora até a ebulição. O óleo essencial (OECa) obtido foi armazenado em
frasco âmbar a 5°C até a realização dos experimentos. Foram testadas as seguintes doses: 125,
250 e 500 mg/kg para o teste do micronúcleo e 25, 250 e 2500 mg/kg para o teste do cometa. As
doses foram estabelecidas com base em resultados obtidos em modelos de atividade
gastroprotetora com roedores, utilizando o cálculo de densidade D = M/V, considerando a
densidade do OECa = 0.9333 .

d- Teste do Micronúcleo

Para a realização do teste do micronúcleo, os animais foram distribuídos em nove grupos
de dez animais cada. Abaixo se encontra o delineamento experimental utilizado nesse teste.

Delineamento experimental utilizado no teste do micronúcleo



4,5,6 (Mut)

7,8,9 (Ant)

Tratamento com OECa

Grupo 1, controle negativo, no qual os animais foram tratados com o veículo de diluição do
OECa (Tween 80 a 8%), por via oral; Grupos 2 e 3, controles positivos, nos quais os animais
foram tratados somente com a MNU na dose única de 70 mg/kg p.c, por via i.p. (grupo 2), ou
com veículo e após 1h com a MNU (grupo 3); Grupos 4, 5 e 6, os animais foram tratados com o
OECa, por via oral, nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg p.c, respectivamente; Grupos 7, 8 e 9, os
animais receberam o OECa por v.o. nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg p.c, respectivamente e, após
1 hora, foram tratados com a MNU (70 mg/kg p.c) por via i.p. O OECa foi previamente
administração 1 hora antes do agente indutor de dano (MNU) porque esse foi o tempo utilizado
nos modelos de avaliação gastroprotetora, no qual o OECa monstrou-se protetor à mucosa
gástrica quando administrado 1 hora antes do agente lesivo. Também foi relatado que o limoneno
(97 % do OECa) é absorvido rapidamente no trato gastrointestinal (Sun, 2007).

O teste do micronúcleo em reticulócitos de sangue periférico foi realizado de acordo com a
técnica descrita por Hayashi et al (1990), que utiliza lâminas pré-coradas com acridina orange,
um corante com alta afinidade pelo DNA. As lâminas foram aquecidas aproximadamente a 70 °C
em placa quente e 10 µl de solução aquosa de acridina orange (1mg/ml) foi colocada no centro



de cada lâmina aquecida. Em seguida, a solução foi espalhada uniformemente sobre a superfície
da lâmina com ajuda da extremidade de outra lâmina. Uma vez secas, as lâminas foram mantidas
no escuro a temperatura ambiente por pelo menos 24 h.

Amostras de 5 µl de sangue periférico foram coletadas da veia caudal 24 e 48 h após o pós-
tratamento dos animais. Cada amostra foi colocada no centro de uma lâmina pré-corada, coberta
com lamínula e mantida no escuro, a -20 ° C, por um período mínimo de 24 h antes da análise.
Esta foi realizada em microscópio de luz fluorescente, com filtro de excitação azul (488 nm) e
filtro de barreira amarelo (515 nm), em aumento de 1000 x (com óleo de imersão). Foram
analisados 1000 reticulócitos por animal para a determinação da freqüência de reticulócitos
micronucleados. Os resultados foram expressos na forma de média  desvio padrão e os valores
submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, com nível de
significância de p < 0.05.

e- Viabilidade celular e teste do cometa

Para a realização do teste do cometa, os animais permaneceram 24 horas de jejum e após
esse período, foram distribuídos em 6 grupos de dez animais cada. Abaixo se encontra o
delineamento experimental utilizado nesse teste.

Delineamento experimental utilizado no teste do cometa
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Grupo 1 (sham) nos quais os animais receberam apenas ração e água ad libitum; Grupo 2,
os animais foram tratados, por via oral, com o veículo de diluição do OECa (Tween 80 à 8 %);
Grupo 3, controle positivo, os animais foram tratados com a MNU na dose única de 7 mg/kg p.c,
por via oral; Grupos 4, 5 e 6, os animais receberam dose única do OECa, nas doses de 25, 250 e
2500 mg/kg p.c., respectivamente, por via oral. Após 5 horas dos tratamentos, os animais foram
mortos e os estômagos retirados para a obtenção de células da mucosa gástrica. Para isso, após a
gastrectomia, o interior do estômago foi lavado com solução salina (NaCl 0,9%) e a região da
cárdia amarrada com fio de algodão. Uma solução enzimática contendo colagenase tipo I (0,3
mg/mL) e tripsina/EDTA (5 mg/mL) foi injetada no interior do estômago através da região do
esfíncter pilórico que, posteriormente, foi também amarrada. Em seguida, o estômago contendo a
solução enzimática foi colocado em solução salina e mantido em banho-maria (37°C) por 10



minutos. Após esse período, o estômago foi aberto e a suspensão de células coletada para análise
da viabilidade celular e para a realização do teste do cometa.

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o método de diacetato de fluoresceína e
brometo de etídio conforme descrito por Strauss (1991). Uma alíquota de 20 µl da suspensão de
células foi misturada a uma solução contendo 30 µl diacetato de fluoresceína em acetona (5 mg/
kg), 200 µl de brometo de etídio em PBS (200 µl/ml) e 4,8 ml de PBS. As células foram
analisadas em microscópio de fluorescência e foram consideradas viáveis aquelas que
metabolizaram o diacetato de fluoresceína e coraram-se em verde; células coradas em vermelho
foram consideradas mortas. Foram contadas 200 células por alíquota.

O ensaio do cometa foi conduzido de acordo com as metodologias descritas por Singh et al.
(1988) e Valverde et al. (1997) com modificações e todas as etapas realizadas sob luz indireta.
Uma alíquota de 30 µl da suspensão de células foi misturada a 100 µl de agarose de baixo ponto
de fusão (0,5 %) e colocada sobre uma lâmina previamente recoberta com uma camada de
agarose de ponto de fusão normal. Em seguida, a lâmina foi coberta com lamínula e deixada a 4
ºC por 5 minutos para solidificar a agarose. Após esse período, a lamínula foi cuidadosamente
removida e a lâmina transferida para uma solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10
mM, lauril sarcosinato de sódio 1 %, pH 10; Triton X-100 1% e DMSO 10%) por 24 h. As
lâminas foram então lavadas em PBS e colocadas em uma cuba horizontal de eletroforese
preenchida com tampão alcalino (EDTA 1mM e NaOH 300 mM, pH 13). Após período de 20
minutos, a eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por outros 20 minutos. Em seguida, as
lâminas foram transferidas para solução de neutralização (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos,
desidratadas em etanol absoluto por 5 minutos e armazenadas até o momento da análise, quando
foram coradas com 50 µl de brometo de etídio (20 µl /ml). Foram analisados 50 nucleóides em
aumento de 200x, em microscópio de fluorescência (Olympus - BX60) acoplado a sistema de
análise de imagem (Comet II - Perspective Instruments, Inglaterra). O parâmetro utilizado para
mensurar os danos no DNA foi o tail intensity, que representa a porcentagem de DNA na cauda
do cometa.

Os resultados foram expressos como média  desvio padrão e os valores submetidos à
análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste não-paramétrico de Kruskall-Wallis, com
nível de significância p < 0.05.
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Abstract

Citrus aurantium L., belonging to the family Rutaceae, is a medicinal species amply
utilized for therapeutic ends, being often indicated for treatment of gastrointestinal tract
disturbances. There are popular reports on its effect in combating rheumatism, tachycardia and
on its diuretic and antispasmodic action. There is already proof of antibiotic action by the
essential oil of Citrus aurantium (OECa) against Helicobacter pylori bacteria, one of the greatest
inducers of gastric ulcers in humans. Thus, the present study aimed to evaluate the mutagenic,
antimutagenic and genotoxic potential of OECa, utilizing the comet assay in gastric mucosa cells
and the micronucleus test in peripheral blood cells of Wistar rats. The results show that
treatments with three OECa dose levels (125, 250 and 500 mg/kg, v.o.) did not increase the
frequency of micronucleated reticulocytes, which indicates the absence of mutagenic effect of
this oil. Nevertheless, genotoxic effect (comet assay) at the highest dose evaluated (2500 mg/kg).
On the other hand, the data show that OECa did not present antimutagenic effect on genetic
damage (micronucleus) induced by methylnitrosourea (MNU). Based on our results we can
conclude that OECa did not present mutagenic or antimutagenic effect, but at high doses it can
exert genotoxic effect on gastric mucosa cells. Therefore, this work represents a relevant
contribution to a correct evaluation of potential health risk associated with exposure to products
of natural origin.



Introdução
O Citrus aurantium L., da família Rutaceae e popularmente conhecido como laranja-

amarga ou laranja-azeda (Vieira, 1992; Sanguinetti, 1989; Santos et al. 1988) é uma espécie
medicinal amplamente utilizada para fins terapêuticos (Corrêa, 1978), especialmente no que se
refere às cascas dos frutos, flores e folhas. Existem relatos populares de seu efeito no combate a
distúrbios do trato gastrointestinal, reumatismo, taquicardia e por sua ação diurética (Vieira,
1992; Sanguinetti, 1989; Santos et al. 1988) e antiespasmódica (Cordeiro et al. 1996). Já existem
comprovações da ação antibiótica do óleo essencial de Citrus aurantium (OECa) contra a
bactéria Helicobacter pylori, uma das maiores indutoras de úlceras gástricas no homem
(Bergonzelli, 2003).

Além das propriedades terapêuticas do OECa, o limoneno, principal constituinte do
OECa, é amplamente utilizado como aditivo de sabor e aroma em perfumes, sabonetes,
alimentos, gomas de mascar e bebidas. Nos Estados Unidos, devido à freqüente ocorrência em
muitos alimentos, estima-se que o consumo diário de limoneno pode chegar a 16,2 mg/pessoa
(Sun, 2007). Entretanto, até o momento, pouco se sabe sobre os possíveis efeitos tóxicos do
OECa, especialmente aqueles sobre o material genético. É do conhecimento que diversas plantas
contem substâncias que, além de tóxicas, podem causar danos no DNA, constituindo-se, assim,
em risco potencial à saúde humana. Cardoso et al. (2006), avaliaram o efeito mutagênico da
espécie Byrsonima crassa, planta utilizada na medicina popular e que possua atividade
antiulcerogênica (Sannomiya et al., 2005), e constataram que o extrato metanólico das folhas da
planta apresentaram atividade mutagênica. Efeito semelhante foi observado com os extratos de
Strychnos pseudoquina e Brosimum gaudichaudii. (Santos et al ., 2006; Varanda et al., 2002).

Por outro lado, há na literatura dados que também demonstram que extratos, compostos
isolados e chás de diversas plantas podem reduzir os efeitos de agentes reconhecidamente
mutagênicos (Scolastici et al., 2008; Ferreira et al., 2007; Reid et al., 2006; Silva et al., 2004).
Knasmuller et al., (2002) estimaram que nos últimos vinte anos aproximadamente 25.000 artigos
foram publicados na área de antimutagênese e anticarcinogênese, e que mais de 80 % dos
agentes estudados eram de origem vegetal e utilizados na dieta ou com propósitos medicinais.
Rosa et al., (2007) avaliando o efeito do extrato metanólico de Hibiscus tiliaceus sobre danos
induzidos no DNA pelo H2O2, observaram atividade protetora em linhagem de células V79
avaliada pelo teste do cometa.



Com base no descrito, o presente estudo teve como objetivos iniciais avaliar o potencial
genotóxico e mutagênico do OECa. Posteriormente, foi também investigada sua atividade
quimioprotetora contra danos quimicamente induzidos no DNA. Para tanto, foram utilizados o
teste do cometa em células da mucosa gástrica e o teste do micronúcleo em células do sangue
periférico de roedores.

Materiais e Métodos

Animais
Foram utilizados ratos Wistar machos (200-300g) provenientes do Centro de Bioterismo da

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais foram acondicionados em gaiolas
forradas com maravalha autoclavada e mantidos no biotério do Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociências de Botucatu – UNESP, sob condições controladas de temperatura (22 
2°C), umidade relativa (55  10%) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Durante sua permanência no
Biotério, os animais receberam ração peletizada (Purina) e água filtrada ad libitum.

Agente químico

O agente químico utilizado como controle positivo foi a metilnitrosuréia (MNU-SIGMA)
diluída em solução salina (NaCl 0,9%) e administrada aos animais por via oral (gavage) na dose
de 7 mg/kg peso corpóreo (p.c.) para o teste do cometa e por via intraperitoneal (i.p.), na dose de
70 mg/kg p.c. para o teste do micronúcleo.

Óleo essencial

Frutos de Citrus aurantium L. colhidos ao lado do Departamento de Botânica do Instituto
de Biociências de Botucatu – UNESP, foram descascados e as cascas submetidas à extração do
óleo essencial em aparelho do tipo Clevenger (Marconi S.A.). Para isso, as cascas dos frutos
foram misturadas com água destilada dentro de um balão volumétrico (2L) que foi colocado
sobre manta aquecedora até a ebulição. O óleo essencial (OECa) obtido foi armazenado em
frasco âmbar a 5°C até a realização dos experimentos. Foram testadas as seguintes doses: 125,
250 e 500 mg/kg para o teste do micronúcleo e 25, 250 e 2500 mg/kg para o teste do cometa. As



doses foram estabelecidas com base em resultados obtidos em modelos de atividade
gastroprotetora com roedores, utilizando o cálculo de densidade D = M/V, considerando a
densidade do OECa = 0.9333 .

Teste do Micronúcleo
Para a realização do teste do micronúcleo, os animais foram distribuídos em nove grupos

de dez animais cada. Abaixo se encontra o delineamento experimental utilizado nesse teste.

Delineamento experimental utilizado no teste do micronúcleo.

4,5,6 (Mut)

7,8,9 (Ant)

Tratamento com OECa

Grupo 1, controle negativo, no qual os animais foram tratados com o veículo de diluição do
OECa (Tween 80 a 8%), por via oral; Grupos 2 e 3, controles positivos, nos quais os animais
foram tratados somente com a MNU na dose única de 70 mg/kg p.c, por via i.p. (grupo 2), ou
com veículo e após 1h com a MNU (grupo 3); Grupos 4, 5 e 6, os animais foram tratados com o
OECa, por via oral, nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg p.c, respectivamente; Grupos 7, 8 e 9, os
animais receberam o OECa por v.o. nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg p.c, respectivamente e, após



1 hora, foram tratados com a MNU (70 mg/kg p.c) por via i.p. O OECa foi previamente
administração 1 hora antes do agente indutor de dano (MNU) porque esse foi o tempo utilizado
nos modelos de avaliação gastroprotetora, no qual o OECa monstrou-se protetor à mucosa
gástrica quando administrado 1 hora antes do agente lesivo. Também foi relatado que o limoneno
(97 % do OECa) é absorvido rapidamente no trato gastrointestinal (Sun, 2007).

O teste do micronúcleo em reticulócitos de sangue periférico foi realizado de acordo com a
técnica descrita por Hayashi et al (1990), que utiliza lâminas pré-coradas com acridina orange.

Amostras de 5 µl de sangue periférico foram coletadas da veia caudal 24 e 48 h após o
tratamento dos animais. Cada amostra foi colocada no centro de uma lâmina pré-corada, coberta
com lamínula e mantida no escuro, a -20 ° C, por um período mínimo de 24 h antes da análise.
Esta foi realizada em microscópio de luz fluorescente, com filtro de excitação azul (488 nm) e
filtro de barreira amarelo (515 nm), em aumento de 1000 x (com óleo de imersão). Foram
analisados 1000 reticulócitos por animal para a determinação da freqüência de reticulócitos
micronucleados. Os resultados foram expressos na forma de média  desvio padrão e os valores
submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, com nível de
significância de p < 0.05.

Viabilidade celular e teste do cometa
Para a realização do teste do cometa, os animais foram distribuídos em 6 grupos de dez,

sendo: Grupo 1 (sham) nos quais os animais receberam apenas ração e água ad libitum; Grupo 2,
os animais foram tratados, por via oral, com o veículo de diluição do OECa (Tween 80 à 8 %);
Grupo 3, controle positivo, os animais foram tratados com a MNU na dose única de 7 mg/kg p.c,
por via oral; Grupos 4, 5 e 6, os animais receberam dose única do OECa, nas concentrações de
25, 250 e 2500 mg/kg p.c., respectivamente, por via oral. Após 5 horas dos tratamentos, os
animais foram sacrificados e os estômagos retirados para a obtenção de células da mucosa
gástrica. Para isso, após a gastrectomia, o interior do estômago foi lavado com solução salina
(NaCl 0,9%) e a região da cárdia amarrada com fio de algodão. Solução enzimática contendo
colagenase tipo I (0,3 mg/mL) e tripsina/EDTA (5 mg/mL) foi injetada no interior do estômago
através da região do esfíncter pilórico que, posteriormente, foi também amarrada. Em seguida, o
estômago contendo a solução enzimática foi colocado em solução salina e mantido em banho-
maria (37°C) por 10 minutos. Após esse período, o estômago foi aberto e a suspensão de células
coletada para análise da viabilidade celular e para a realização do teste do cometa.

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o método de diacetato de fluoresceína e
brometo de etídio conforme descrito por Strauss (1991). Uma alíquota de 20 µl da suspensão de
células foi misturada a uma solução contendo 30 µl diacetato de fluoresceína em acetona (5 mg/
kg), 200 µl de brometo de etídio em PBS (200 µl/ml) e 4,8 ml de PBS. As células foram
analisadas em microscópio de fluorescência e consideradas viáveis aquelas que metabolizaram o



diacetato de fluoresceína e coraram-se em verde; células coradas em vermelho foram
consideradas mortas. Foram contadas 200 células por alíquota.

O ensaio do cometa foi conduzido de acordo com as metodologias descritas por Singh et al.
(1988) e Valverde et al. (1997) com modificações e todas as etapas realizadas sob luz indireta.
Uma alíquota de 30 µl da suspensão de células foi misturada a 100 µl de agarose de baixo ponto
de fusão (0,5 %) e colocada sobre uma lâmina previamente recoberta com uma camada de
agarose de ponto de fusão normal. Em seguida, a lâmina foi coberta com lamínula e deixada a 4
ºC por 5 minutos para solidificar a agarose. Após esse período, a lamínula foi cuidadosamente
removida e a lâmina transferida para uma solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10
mM, lauril sarcosinato de sódio 1 %, pH 10; Triton X-100 1% e DMSO 10%) por 24 h. As
lâminas foram então lavadas em PBS e colocadas em uma cuba horizontal de eletroforese
preenchida com tampão alcalino (EDTA 1mM e NaOH 300 mM, pH 13). Após período de 20
minutos, a eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por outros 20 minutos. Em seguida, as
lâminas foram transferidas para solução de neutralização (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos,
desidratadas em etanol absoluto por 5 minutos e armazenadas até o momento da análise, quando
foram coradas com 50 µl de brometo de etídio (20 µl /ml). Foram analisados 50 nucleóides em
aumento de 200x, em microscópio de fluorescência (Olympus - BX60) acoplado a sistema de
análise de imagem (Comet II - Perspective Instruments, Inglaterra). O parâmetro utilizado para
mensurar os danos no DNA foi o tail intensity, que representa a porcentagem de DNA na cauda
do cometa.

Os resultados foram expressos como média  desvio padrão e os valores submetidos à
análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste não-paramétrico de Kruskall-Wallis, com
nível de significância p < 0.05.
Resultados

A Tabela 1 apresenta a freqüência de reticulócitos micronucleados em sangue periférico de
ratos tratados com o OECa. Os dados mostram que os tratamentos com OECa, nos três níveis de
dose, não induziram aumento significativo na freqüência de micronúcleo, quando comparados ao
grupo tratado com o veículo Tween 80 à 8 % (controle negativo). Resultado semelhante foi
observado quando se testou o potencial antimutagênico do OECa, i.e, não foi detectada redução
significativa na freqüência de células micronucleadas nos grupos de animais que receberam o
óleo antes do tratamento com o mutágeno MNU, quando comparados àqueles tratados com
Veículo + MNU. Não houve diferença entre o grupo tratado apenas com MNU e o tratado com
Veículo + MNU (dado não apresentado).

Tabela 1. Freqüência de reticulócitos micronucleados em sangue periférico de ratos
tratados com óleo essencial de Citrus aurantiun (OECa).

Tratamentos (mg/kg) n Freqüência de Micronúcleo



24h1 48h1

Veículo 10 1,20 ± 1,31 2,00 ± 1,33

Veículo + MNU 10 2,80 ± 2,09 9,30 ± 6,05*

125 10 2,11 ± 1,53 1,44 ± 1,66

250 10 1,11 ± 1,05 2,44 ± 1,5
OECa

500 10 2,22 ± 1,39 1,44 ± 0,88

15 + MNU 10 2,00 ± 1,70 11,10 ± 4,22

30 + MNU 10 4,11 ± 4,62 14,66 ± 6,51
OECa

60 + MNU 10 4,90 ± 3,07 13,11 ± 5,44

Veículo: controle negativo; Veículo + MNU (metilnitrosouréia – 70 mg/kg p.c) controle
positivo; 1resultados de 24 e 48h após o tratamento dos animais; * p < 0,05 quando comparado
ao Tween 80 (ANOVA seguida pelo teste de Tukey)

A Tabela 2 apresenta os dados da avaliação do potencial genotóxico (teste do cometa) do
OECa em células de mucosa gástrica de ratos. Os resultados mostram que apenas o tratamento
com a maior dose (2500 mg/kg) do OECa induziu aumento estatisticamente significativo (p <
0,01), quando comparado ao grupo tratado apenas com o veículo. Em todos os grupos avaliados
a viabilidade das células da mucosa gástrica foi superior a 70%, o que é recomendado para a
realização do teste do cometa.

Tabela 2. Danos no DNA (tail intensity) e porcentagem de células de viáveis em mucosa
gástrica de ratos tratados com óleo essencial de Citrus aurantiun (OECa).

Tratamentos n Tail intensity Viabilidade celular (%)



Sham 10 12,95 ± 5,34 90,5

Veículo 10 13,39 ± 5,07 91,0

MNU - 7 mg/kg 10 31,18 ± 15,04** 96,5

OECa - 25 mg/kg 10 15,79 ± 6,53 85,5

OECa - 250 mg/kg 10 18,31 ± 3,76 88,0

OECa - 2500 mg/kg 10 29,53 ± 6,07** 90,0

MNU: metilnitrosouréia (controle positivo)
**p<0,01, quando comparado ao veículo (teste não-paramétrico de Kruskall-Wallis)

Discussão

Considerando a escassez de dados na literatura, este estudo foi conduzido para avaliar o
potencial mutagênico do OECa, utilizando-se o teste do micronúcleo em reticulócitos de
roedores. O teste do micronúcleo é um método citogenético simples, rápido e capaz de detectar
quebras e perdas cromossômicas (aneuploidia) tanto in vivo como in vitro (Fenech et al., 1997).
Os resultados demonstraram ausência de efeito nos três níveis de doses avaliadas, inclusive
naquela que corresponde à dose terapêuticamente eficaz nos modelos de avaliação de atividade
gastroprotetora. Uma possível hipótese para explicar a ausência de mutagenicidade, é o fato de
que o OECa é composto majoritariamente de terpenos (97,8 % de limoneno) e não há dados na
literatura que comprovem uma possível atividade mutagênica desse composto. A caracterização
fitoquímica do OECa previamente realizada em nosso laboratório aponta para três constituintes
principais: limoneno (97,8%), mirceno (1,43%) e octanal (0,45%), demonstrando, assim, que sua



constituição é majoritariamente de terpenos (dados não publicados). Haworth et al., (1983)
relataram que o limoneno não foi mutagênico em quatro linhagens de Salmonella typhimurium
(TA98, TA100, TA1535 e TA1537). O mesmo foi detectado por Jameson, (1990) utilizando
cultura de células de ovário de hamster chinês, e por Turner et al., (2001) em células do fígado e
rins de ratos, indicando que o resultado obtido nesse modelo corrobora os dados encontrados na
literatura.

No que se refere ao efeito protetor do OECa sobre danos quimicamente induzidos no
DNA, nossos resultados não confirmaram tal atividade. Diferentemente, Kauderer et al., (1991)
avaliando a ação do mirceno, outro monoterpeno presente no OECa, observou uma redução do
efeito mutagênico da ciclofosfamida em linhagem de células V79. Mais tarde, Crowell, (1997)
analisando a atividade quimioprotetora de monoterpenos presente na dieta de roedores, também
observou que o limoneno mostrou-se efetivo contra o câncer de mama durante a fase de
iniciação, promoção e progressão. Essa diferença de resultados pode ter ocorrido porque foram
utilizados modelos experimentais distintos e/ou porque os outros constituintes presentes no
OECa, como o mirceno e o octanal, podem estar influenciando nos possíveis mecanismos
responsáveis pela ação quimioprotetora do limoneno.

Estudos preliminares realizados em nosso laboratório indicaram a presença de substâncias
gastroprotetoras e cicatrizantes no óleo essencial de Citrus aurantium. Nos modelos de avaliação
antiulcerogênica com roedores, o OECa exerceu efetiva ação gastroprotetora, com destaque para
o modelo de indução de lesões gástricas por etanol absoluto, um dos modelos mais severos a
mucosa gástrica. Já a ação cicatrizante em lesões ulcerosas implantadas por ácido acético, o
OECa promoveu significativa cicatrização da mucosa gástrica lesada (72%) se comparado aos
animais tratados com o veículo (comunicação pessoal).

Diante dos resultados obtidos nos modelos de avaliação antiulcerogênica e cicatrizante do
OECa e da ampla utilização comercial de seu constituinte majoritário como aditivo alimentar, no
presente estudo foi também avaliado o efeito do OECa sobre o DNA de células da mucosa
gástrica de roedores utilizando-se o teste do cometa. O teste do cometa é um teste rápido, de
baixo custo e altamente sensível para detectar o potencial genotóxico dos compostos in vivo e in
vitro, podendo ser aplicado para detectar baixos níveis de toxicidade em células individualizadas
de diferentes tecidos, utilizando poucas células utilizando poucas cas, e de vectar baixos
n4040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040404040
na análise (Brendler-Schwaab et al., 2005; Hartmann et al., 2003; Tice et al., 2000). Nesse
experimento, a adequação e padronização na utilização de células da mucosa gástrica foi
extremamente relevante devido à importância de se avaliar especificamente o DNA da célula-
alvo. Os resultados desse ensaio demonstraram a presença de efeito genotóxico apenas na maior



dose avaliada. As doses inferiores não apresentaram genotoxicidade. De forma semelhante,
Sekihashi et al. (2002) avaliando, pelo teste do cometa, o efeito do limoneno em múltiplos
órgãos de ratos e camundongos constatou ausência de efeito genotóxico em células do estômago
de ratos. Suspeita-se que a genotoxicidade observada na maior dose pode ter ocorrido por se
tratar de nível de dose extremamente alto e que foge a realidade de seu uso em humanos.
Entretanto, mesmo assim, resolvemos testá-la para avaliarmos até que ponto o OECa pode
oferecer riscos ao material genético.

Concluindo, os resultados obtidos em ambos experimentos demonstraram que o OECa
não apresentou efeito mutagênico e nem antimutagênico frente ao mutágeno MNU, e que na
avaliação da genotoxicidade, o OECa demonstrou baixo potencial genotóxico. Assim, diante dos
nossos resultados, acreditamos que esse estudo representa uma relevante contribuição para uma
avaliação correta do potencial de risco a saúde associada à exposição de produtos naturais, e
sugere que, futuramente, após outros testes de toxicidade e carcinogenicidade, este composto
poderia ser utilizado para fins terapêuticos.
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Conclusão
VI- Conclusão

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, concluímos que:

1) O óleo essencial de Citrus aurantium não apresentou efeito mutagênico em reticulócitos do
sangue periférico de ratos.

2) O óleo essencial de Citrus aurantium não apresentou efeito antimutagênico frente ao agente
MNU em reticulócitos do sangue periférico de ratos.

3) O óleo essencial de Citrus aurantium em altas doses pode apresentar efeito genotóxico em
células da mucosa gástrica de ratos.



4) A padronização da metodologia de obtenção de células da mucosa gástrica de ratos para a
realização do teste do cometa é funcional visto que a viabilidade das células foi superior a 70 %.
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