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RESUMO
O uso de plantas com finalidade terapéutica ¢ uma pratica milenar, visto que os compostos de
fontes naturais possuem um elevado potencial bioativo. Espécies de Citrus, em especial Citrus
aurantium L., também conhecida como laranja da terra, destaca-se por conter compostos
fenolicos, principalmente da classe dos flavonodides, que apresentam acdo antioxidante, anti-
inflamatoéria, preventiva de doengas cardiovasculares, entre outras. Diante do exposto, este
trabalho tem como objetivo investigar a composi¢ao quimica e o potencial bioldgico do extrato
em acetato de etila das cascas de C. aurantium. Incialmente, o extrato, foi submetido a ensaios
biologicos tais como: atividade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil), inibidor da acetilcolinesterase, antifungica sobre trés cepas de Candida (C. albicans,
C. krusei e C. parapsilosis), citotoxica sobre linhagens de células tumorais humanas PC3
(prostata), HCT-116 (carcinoma de colon-humano), e SNB-19 (glioblastoma). A atividade
antioxidante, mostrou um Clso 55,55 pg/mL, semelhante a naringina Clso 36,21 pg/mL, um
composto puro relatado na literatura. A atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
usando eserina como padrdo, ndo exibiu resultado satisfatorio. O extrato apresentou elevado
potencial antifungico para duas cepas de Candida (C. albicans e C. parapsilosis) com uma
porcentagem de inibigdo maior do que 90 % para ambas. Por conseguinte, foram realizados
ensaios para investigagdo dos mecanismos de a¢do do extrato frente as cepas estudadas, onde
foi observado que as células de leveduras, na presen¢a do extrato, ndo produziram espécies
reativas de oxigénio (EROs). Contudo, o ensaio da determinacao da integridade celular apontou
que houve uma desintegracdo na membrana celular das células fungicas quando estas foram
tratadas com o extrato em estudo. O ensaio de citotoxicidade frente a linhagens de células
tumorais PC3 (prostata) e HCT-116 (carcinoma de colon-humano) revelou uma atividade
moderada, com porcentagem de inibicdo de 62,53% e 50,31%, respectivamente, numa
concentracdo de 100 pg/mL. A andlise do extrato usando CLAE, possibilitou isolar e
caracterizar uma flavanona, conhecida como naringina. Portanto, novas analises sdo necessarias
para a determinacdo da composicdo do extrato a fim de atribuir estas ao potencial

antimicrobiano observado.

Palavras-chave: Citrus aurantium L.. Extrato em AcOEt. Atividade antioxidante. Atividade

antifingica. Naringina.



ABSTRACT
The use of plants for therapeutic purposes is an ancient practice, since compounds from natural
sources have a high bioactive potential. Citrus species, especially Citrus aurantium L., also
known as orange of the earth, stands out for containing phenolics compounds, mainly from the
flavonoid class, which present antioxidant, anti-inflammatory, and preventive action against
cardiovascular diseases, among others. Therefore, this work aims to investigate the chemical
composition and the biological potential of the ethyl acetate extract of C. aurantium peels.
Initially, the extract was submitted to biological tests such as: antioxidant activity by the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method, inhibitor of acetylcholinesterase, antifungal activity
on three strains of Candida (C. albicans, C. krusei and C. parapsilosis), cytotoxic on human
tumor cell lines PC3 (prostate), HCT-116 (human colon carcinoma), and SNB-19
(glioblastoma). The antioxidant activity, showed an ICso 55.55 pg/mL, similar to naringin ICso
36.21 pg/mL, a pure compound reported in the literature. The inhibition activity of
acetylcholinesterase enzyme, using eserine as a standard, did not exhibit satisfactory result. The
extract showed high antifungal potential for two Candida strains (C. albicans and C.
parapsilosis) with a percentage of inhibition greater than 90 % for both. Therefore, assays were
performed to investigate the mechanisms of action of the extract against the strains studied,
where it was observed that the yeast cells, in the presence of the extract, did not produce reactive
oxygen species (ROS). However, the cell integrity assay pointed out that there was a
disintegration in the cell membrane of the fungal cells when they were treated with the extract
under study. The cytotoxicity assay against PC3 (prostate) and HCT-116 (human-colon
carcinoma) tumor cell lines revealed moderate activity, with inhibition percentage of 62.53%
and 50.31%, respectively, at a concentration of 100 pg/mL. Analysis of the extract using HPLC,
made it possible to isolate and characterize a flavanone, known as naringin. Therefore, further
analyses are needed to determine the composition of the extract in order to attribute these to the

observed antimicrobial potential.

Keywords: Citrus aurantium L.. Extract in AcOEt. Antioxidant activity. Antifungal activity.

Naringin.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de laranja (Citrus sinensis) tem grande destaque no mercado brasileiro
de fruticultura, enquadrando o Brasil como principal produtor de laranjas in natura do mundo
(FAOSTAT, 2021; USDA/FAS, 2021). Em 2019 o pais foi responsavel pela producao de 15,1
milhoes de toneladas de laranjas (CASERTA et al, 2019) e, a nivel de mercado global, ¢
responsavel por trés quartos do valor atrelado a comercializagdo do suco da fruta,
caracterizando-se como maior exportador de suco de laranja do mundo (IBGE, 2021;
USDA/FAS, 2021).

Dentro do mercado mundial da citricultura, o Brasil ¢ responsavel por 22% da
producdo de diferentes espécies de citros comerciais, seguido da China com 12, 3%, india
11,1%, EUA 6,4%, México com 6,3% e os demais paises somam 41,8 % (LADANYIA, 2018).
Segundo Kender e Khan (2007), de toda a diversidade de citros produzida no pais, 61% sao
correspondentes as laranjas, 22% as tangerinas e mandarinas, 12% de limdes e limas e 5% de
toranjas e pomelos.

No entanto, existem espécies de citros, como Citrus aurantium L., que ndo sio
incluidas na producdo em grande escala por ndo serem apreciadas pelo mercado consumidor,
pois apresentam sabor amargo (MOURA; AREAS, 2013). Porém, essa espécie pode ser usada
como fonte de produtos naturais de valor agregado, visto que em sua composi¢do sao
encontradas substancias com potencial bioativo (LAMINE et al., 2019).

O género Citrus pertence a familia Rutaceae de origem essencialmente Pantropical,
possui uma grande diversidade, com cerca de 150 géneros e 1.600 espécies. Dentro dessa
variedade, 32 géneros estdo no Brasil (PIRANI ez al., 2002). Os citros possuem grande nlimero
de citagdes sobre suas propriedades terapéuticas. De maneira geral sdo utilizados na medicina
popular em problemas de bago e estbmago, manifestados na forma de distensdo abdominal e
epigastrica, ndusea, vomito e perda de apetite (SIMOES, 2007). Também na medicina popular
as cascas sdo utilizadas na forma de chas como calmante e auxiliar digestivo (CARVALHO;
COSTA, 2002).

Assim como em outros vegetais, os frutos de citros produzem diversas classes de
substancias quimicas, as quais sao denominados metabolitos. Estes metabolitos podem ser
divididos em metabdlitos primdarios (aminoacidos, lipidios, carboidratos, proteinas e etc.), que
apresentam funcdo estrutural, pldstica e de armazenamento de energia, e metabolitos
secunddrios (terpenos, compostos fenolicos, quinonas, alcaldides e compostos nitrogenados),

que tem como objetivo principal proteger as plantas contra estresse abioticos e bioticos, além
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de possuirem valores nutricionais e farmacoldgicos (BRAZ-FILHO, 1994; BORGES;
AMORIM, 2020).

A importancia dos citros vai além do viés financeiro, visto que ha uma grande
diversificacdo de substancias potencialmente bioativas, nos frutos, nas folhas e nas flores
dessas espécies, que podem ganhar aplicabilidade em diversas areas (DEGIRMENCI;
ERKURT, 2020; YU et al., 2020). Logo, ¢ de suma importancia a busca pela agregagdo de
valor a espécies de citros pouco estudadas do ponto de vista quimico e do potencial
farmacologico.

Diante do exposto, o presente trabalho visa, portanto, explorar o potencial
quimico dos compostos presentes nas cascas do fruto de Citrus aurantium L. a partir da
avaliagdo da acdo antioxidante, antiacetilcolinesterasica, antifungica e citotoxica. O estudo
também visa avaliar a composi¢ao quimica a fim de isolar constituintes presentes nas cascas
desta espécie a partir do uso de técnicas cromatograficas, espectrométrica (EM) e

espectroscopicas (IV, RMN 'H e RMN 13C).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracoes sobre a espécie Citrus aurantium L.

Citrus aurantium, que ¢ tipicamente conhecida como laranja amarga, laranja da
terra ou laranja azeda, ¢ uma arvore que pertence a ordem Geraniales e a familia Rutaceae. A
laranja da terra apresenta porte de meédio a grande, as folhas contém caracteristicas
morfoldgicas laminares, com pontas, base arredondada, flores grandes, os frutos de aspecto
sensorial 4cido e amargo, de dificil consumo. Na Figura 1, ¢ mostrado detalhes desta espécie,
como a arvore, frutos e suas cascas. Sua maior importancia em citricultura decorre de seu uso

como porta-enxerto (MOURA; AREAS, 2013).

Figura 1- Laranja da Terra (Citrus aurantium). a) Arvore, b) e ¢) Fruto e
d) Casca

Fonte: Silva, 2012.

2.2 Composiciao quimica de Citrus aurantium L

A literatura reporta que, a composic¢ao quimica de C. aurantium inclui uma matriz
de compostos fixos e volateis diversificada, como: vitaminas, minerais, flavonoides
glicosilados, terpendides, aminas biogénicas e cumarinas. Dentre os compostos fixos, a classe
dos flavonoides ganha notoriedade devido a sua importancia no papel fisiologico,
farmacologico e os seus beneficios para a saude tais como indug¢do de apoptose de células
cancerosas do pulmao e figado humano, atividade antioxidante, antidiabética e vasodilatadora
(SUNTAR et al.,2018).

Os flavonoides, podem ser encontrados em diversas formas estruturais. Entretanto,
a maioria possui 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental Figura 2, (pag. 17)

constituido por duas fenilas ligadas por uma cadeia de carbonos entre elas. Geralmente os
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flavonoides de origem natural apresentam oxigénio em sua estrutura, podendo estar conjugados

com agucares (SIMOES, 2007).

Figura 2- Esqueleto base dos flavonodides

Fonte: adaptacdo de Simdes, (2007).

Os flavonoéides reportados na espécie C. aurantium sdo, principalmente, quatro

grupos, incluindo as flavonas, flavanonas, flavondis e as polimetoxiflavonas, conforme

mostrado na Tabela 1. A partir da variedade de compostos citados ¢ possivel afirmar que esta

¢ uma espécie de Citrus rica em flavondides, que sdo considerados compostos com potencial

bioldgico.

Tabela 1- Estrutura quimica dos principais flavondides de Citrus aurantium

Continua
Flavanonas Flavonas
Rz Rl
R; R,
R, o) HO o)
OH (0] OH (0]

Hesperetina: R;= OH; R,= OH; R3= OCH3
Naringenina: Ri= OH; R,=H; R3= OH

Hesperidina: R;= O- rutinosideo; R,= OH; R3= OCH3
Neohesperidina: R;= O- neohesperidose; R,= OH;
Rs= OCHj;

Ri= O- R= H; Rs= OH

Narirutina: rutinosideo;

Naringina: Ri= O- neohesperidose; R,= H; R;= OH

Apigenina: Ri= H; R,= OH
Luteolina R;= OH; R,= OH
Diosmetina R;= OH; R,= OCHj;
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Conclusdo

Flavonois

Polimetoxiflavonas

OH

HO (0]

OH

OH (0]

Campferol: Ri=H
Quercetina: Rj= OH

Nobiletina: Ri= OCHj3
Tangeritina: Ri= H

Fonte: adaptacdo de Suntar et al., (2018).

Na classe de subprodutos presente no género Citrus, pode-se citar o 6leo essencial,

contido principalmente nas cascas dos frutos. Os compostos volateis que compdem o 6leo

essencial de C. aurantium, sdo majoritariamente hidrocarbonetos terpenoides, que possuem até

10 carbonos na sua estrutura (LAMINE et al, 2019), e por apresentarem menor massa

molecular volatizam mais facilmente, tornando-se importantes na fragrancia dos o6leos

essenciais. Os terpendides sdo assim designados porque essas substancias derivam de unidades

isoprénica, constituindo unidades pentacarbonadas (SIMOES, 2007). Na Figura 3, podemos

observar alguns monoterpenos que fazem parte da constituicdo do 6leo essencial de C.

aurantium.

Figura 3- Principais monoterpenos presente no 6leo essencial de Citrus aurantium

A -3- Careno Terpineno

POLR R

Mirceno

o —Terpineol Limoneno B — Pineno

Fonte: adaptagdo de Nidhi ef al., (2020).
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2.3 Potencial biologico dos metabolitos secundarios de Citrus aurantium

Em meio a diversidade de compostos presentes na composi¢ao de C. aurantium
destacam-se as flavanonas, compostos fendlicos derivados de flavonoides que, assim como a
hesperidina, naringina, narirutina e neohesperidina, sdo responsaveis por possuirem diversos
beneficios a saude. Essa classe de compostos pode atuar como agente antioxidante,
anticancerigeno, anti-inflamatdrio e na prevencdo de doencas cardiovasculares. Estudos in
vivo, utilizando modelo animal, reportaram que o consumo de naringina e hesperidina reduzem
os niveis de colesterol de 32 a 40% (KUROWSKA; MANTHEY, 2004).

A espécie C. aurantium, apresenta uma diversidade de estudos bioldgicos, tais
como: propriedade anti-inflamatéria, anticonceptiva (HAMEDI et al.,2019), anticatarata
(KULKARNI et al., 2018), antioxidante e antimicrobiana (GUO et al., 2018), citotoxica
(HANAN; SHAKINAZ, 2011) e atua também na prevencao de danos neuroldgicos causados
pela doenga de Alzheimer (ABOU et al., 2020).

Estudos envolvendo a avaliacdo do potencial bioldgico dos compostos volateis
contidos no dleo essencial de C. aurantium reportaram a sua atividade antifungica frente a
cepas de Candida albicans (NIDHI et al., 2020), Fusarium culmorum, Aspergillus flavus,
Aspergillus terreus, Aspergillus niger (ELGAT et al., 2020). Efeitos ansioliticos e sedativo
também foram relatados para o extrato hidroetandlico das folhas e o oleo essencial.

(CARVALHO; COSTA, 2002; MORLEY; FERGUSON; KOROPATNCIK, 2007).

2.3.1 Atividade antioxidante

Um agente antioxidante ¢ uma substincia sintética ou natural que tem a fungao de
prevenir ou retardar a deterioracdo causada pela acdo do oxigénio presente no ar, podendo ser
substancias organicas ou enzimas, capazes de agir contra danos de oxidagdo nos tecidos
animais (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Os antioxidantes sdo os responsaveis por inibir os radicais livres, substancias que
possuem elétrons ndo pareados, gerados durante processos oxidativos. Esses, agem doando um
atomo de hidrogénio a espécie reativa, tornando tais compostos estaveis e inibindo sua acao.
No entanto, quando ha um desequilibrio nesse sistema, os radicais livres nao neutralizados
podem provocar danos nas moléculas do organismo, razao pela qual sdo associados a doengas
degenerativas, cardiacas, oculares, disturbios cerebrais, enfraquecimento do sistema

imunologico e envelhecimento (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; MELO et al., 2011).
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Entre os antioxidantes naturais pode-se citar a vitamina C, vitamina E, os flavonoéides
quercetina, rutina, entre outros.

A atividade antioxidante in vitro, pode ser avaliada por diversos métodos,
verificando-se a presenga de compostos com potencial bioatividade (SANCHEZ MORENO,
2002). O uso de tais testes se faz necessario para promover uma sele¢do inicial de substancias
que possam ser candidatos a fArmacos (ALVES et al., 2010).

As principais técnicas in vitro usados na determinacao da capacidade antioxidante
sdo: método baseado na captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), teste de
descoloragdo do radical ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) ensaio
da capacidade de absor¢do do radical oxigénio (ORAC) e verificagdo do poder antioxidante
pela reducdo férrica (FRAP). H4 outros métodos antioxidantes, conforme descrito por Giada
Maria (2014), onde ¢ empregado o uso de lipideos, nos quais os mais comuns sao 3- caroteno-
acido linoleico, ensaios com LDL humana e compostos reativos ao acido tiobarbiturico

(TBARS).

2.3.2 Atividade de inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase

Segundo a Organizacado Mundial de Saude (WHO, 2021), cerca de 50 milhdes de
pessoas no mundo sdo acometidas por doencgas que afetam a memoria. O mal de Alzheimer,
doenga classificada como um tipo de deméncia que compromete o sistema cognitivo das
pessoas, principalmente os idosos, que os torna vulneraveis e dependentes de terceiros para as
necessidades basicas.

A doenca de Alzheimer (DA), ¢ uma patologia caracterizada pela perda de sinapses
e neurdnios no cortex cerebral causado pelo déficit de neurotransmissores. Os sintomas iniciais
dessa enfermidade compreendem a perda da memoria de curto prazo, problemas para lembrar
palavras, delirios, ansiedade, afastamento do ciclo social e conforme o avancar dessa
enfermidade esse problema se agrava podendo apresentar alucinagdes, mudancas de
personalidade e comportamento, ndo reconhecer os parentes proximos e necessidade de
cuidados essenciais como alimentacao e higiene (MARTINS, 2019).

A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor importante do sistema nervoso, pois,
esta relacionado ao sistema de alerta do corpo, ao aprendizado, memoria e controle das fun¢des
motoras. O individuo acometido pela DA, apresenta uma deficiéncia na secre¢do desse
neurotransmissor no cortex cerebral. A ACh presente nas redes neurais ¢ hidrolisada pela

enzima acetilcolinesterase, formando colina e acido acético conforme Figura 4 (pag. 21),



21

(MOTA et al., 2012).

Figura 4- Reacao de hidrolise da acetilcolina

i \ / i \ /
Acetilcolinesterase )k + N
O/\/ 1:-1\ > OH HO/\/ +\

Acetilcolina  (ACh) Acido acético Colina

Fonte: elaborado pela autora.

Dessa forma, os medicamentos usados na DA, sdo compostos que inibem a atuag¢ao

da acetilcolinesterase, deixando disposto a acetilcolina no sistema nervoso.

2.3.3 Consideragoes sobre infecgoes fungicas causadas por Candida.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia (2021), fungos sdo
microrganismos presentes em todos os ambientes e podem estar associados a seres vivos.
Podem causar doengas diversas nos reinos animal e vegetal. Entre as inumeras doengas
provocadas por estes microrganismos tem-se as relacionadas a pele, unhas, cabelos e etc.

Aproximadamente um bilhdo de pessoas apresentam infecgoes fiingicas e em mais
de 150 milhoes de pessoas essas infecgdes aparecem de forma grave, gerando grande impacto
nas suas vidas ou podendo ser fatais. Estima-se que a mortalidade associada a doengas fiingicas
seja de 1,5 milhdo por ano, onde a forma grave das doencas ¢ desencadeada quando associadas
a outros problemas de satide como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), cancer,
asma, diabetes, transplante de 6rgaos e tratamento com corticoides (BONGOMIN ez al., 2017).

As infecgdes fungicas mais comuns sdo causadas pelos géneros: Candida,
Aspergillus, Pneumocystis e Cryptococcus. Sendo que a Candida spp. sdo responsaveis por
cerca de 15% das infecgdes de hemoculturas, associados a casos que necessitam de unidade de
terapia intensiva e ocupa o terceiro lugar nesse grupo de infec¢des adquiridas por fungos (AL
ABOODY; MICKYMARAY, 2020).

Candida ¢é pertencente ao género de leveduras Ascomycetous, possuindo em torno
de 150 espécies, sendo 20 espécies associadas a infec¢des hospitalares. Entres as espécies desse
fungo tem-se: C. albicans, ¢ a espécie que mais gera doencas infecciosas (50-70%), seguida de
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (NG et al., 2013).

As doengas fingicas trazem, portanto, preocupacgdo aos médicos e pesquisadores,
devido a resisténcia que fungos patogénicos adquirem a antibidticos existentes, tornando-se

necessario a descoberta de novos antifungicos (AL ABOODY; MICKYMARAY, 2020).
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2.3.4 Atividade citotoxica

O efeito toxico causado nas células por compostos nocivos ¢ chamado de
citotoxicidade e quando expostas a essas substancias, as células podem progredir efetivamente
para a fase de morte, tornando-se capazes de ativar a morte celular programada, a apoptose, ou
essas c¢lulas podem necrosar devido a perda integral da membrana lipoproteica. As substancias
que causam esse efeito, atuam inibindo a sintese de acidos nucleicos e proteinas, afetam a
producdo de energia celular e desintegram a membrana plasmatica ou organelas intracelulares
que contém membranas (ISTIFLI; iLA, 2019).

Os testes de citotoxicidade verificam o comportamento da célula frente ao material
colocado de forma direta ou indireta, assim, € avaliado se houve crescimento ou morte celular
depois da exposicao a esse material (SAKAGUCHI; POWERS, 2012). Os métodos in vitro
apresentam vantagens em relagdo aos métodos in vivo, devido a rapidez, sensibilidade e
reprodutibilidade. (ANDREANI et al., 2017).

Logo, hd um interesse teraputico nos ensaios citotdoxicos, na perspectiva de
encontrar firmacos seguros e eficazes que possam ser usados no tratamento do cancer
(MACHADO et al., 2010). Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (WHO, 2021) o cancer
matou quase 10 milhdes de pessoas em 2020, sendo, portanto, uma das principais causas de

morte no mundo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial quimico e biologico do extrato em acetato de etila das cascas
de Citrus aurantium L. (laranja da terra).

3.1 Objetivos Especificos
= Obter o extrato em AcOEt das cascas (flavedo) de Citrus aurantium L.;

= [dentificar e quantificar os constituintes quimicos do 6leo essencial extraido das cascas de
Citrus aurantium,

= [solar e purificar os constituintes quimicos do extrato em AcOEt usando a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

= Caracterizar estruturalmente, os metabolitos secundarios através de técnicas
espectroscopicas tais como IV, RMN 'H e *C (uni e bidimensional);

= Avaliar o potencial antioxidante pelo método do DPPH do extrato em AcOEt;
= Avaliar a atividade inibitdéria da enzima acetilcolinesterase do extrato em AcOEt;

= Avaliar a atividade antifungica do extrato em AcOEt sobre cepas de Candida, tais como C.
albicans, C. krusei e C. parapsilosis,

= Avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato em AcOEt sobre linhagens de células tumorais
humanas PC3 (prostata), HCT-116 (carcinoma de colon-humano), e SNB-19 (glioblastoma).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta dos frutos

As laranjas foram coletadas no Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal do Ceara (UFC)-Campus do Pici em Fortaleza-CE, as 15:45 horas do dia 26 de
setembro de 2019.

Posterior a coleta, os frutos foram devidamente higienizados com agua destilada e
depois foi realizada a separagcdo manual das cascas (flavedo), utilizando um ralador ¢ uma faca

de mesa. Em seguida as cascas foram cortadas e pesadas.

4.2 Obtenc¢ao do extrato em acetato de etila

As laranjas foram incialmente esterilizadas em solucdo de hipoclorito de sddio,
cortadas ao meio ¢ separadas das cascas. As cascas do fruto foram cortadas em pedagos
pequenos e pesadas resultando em 398 g. Em seguida foram alocadas em um baldo de fundo
redondo onde adicionou-se dgua destilada até submergir todas as cascas. Em sequéncia foram
submetidas ao processo de hidrodestilagdo usando o doseador de Clevenger e uma manta de
aquecimento para a extragdo do 6leo essencial, por um periodo de 3 horas. Posteriormente o
6leo essencial foi tratado com sulfato de s6dio anidro (Na2SOs) para remogao da dgua residual.
Ap0s este procedimento o mesmo foi reservado em frasco de cor ambar, pesado, apresentando
rendimento de 0,36 %. O o6leo essencial foi armazenado a -20 °C e posteriormente analisado
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

A 4gua-mae resultante do processo de hidrodestilagdo, foi submetida a uma
sequéncia de extracdes liquido-liquido com AcOEt da marca Synth®, onde a cada 100 mL de
agua-mae utilizou-se por 3 x100 mL de solvente. Logo em seguida a fracdo extraida com
AcOEt foi concentrada sob pressdo reduzida em um rotaevaporador da marca Heidolph,

modelo Laborota 4000, a temperatura ambiente. O extrato apresentou rendimento de 0,47 %.
4.3 Fracionamento do extrato em acetato de etila

O extrato foi submetido a extragdo sélido-liquido usando acetona e metanol, ambos
da marca Synth®, esse processo foi realizado fazendo lavagens sucessivas para cada fragdo.
Em sequéncia, as fracdes resultantes foram concentradas separadamente e submetidas a analise
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para verificagdo do perfil

cromatografico e separagao do composto.
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4.4 Método Analitico
4.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As fragdes metandlica e acetonica foram analisadas por CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) em um Cromatégrafo da marca Shimadzu® com o sistema de
bomba binario (L201147), equipado com detector de UV- Vis (arranjo de Diodo). Utilizou-se
coluna de fase reversa, Luna C1g (2, 5 x 250 mm, 5 pm (analitica) e 4 ,6 x 250 mm, 5 pm (semi-
preparativa) ambas da marca Phenomenex®. Como fase mével foi usado acetonitrila (CHsCN)
grau HPLC da marca SK Chemicals® e agua deionizada, ambos foram filtrados separadamente
através de uma membrana de nailon de 45 um (Millipore). Cada amostra foi dissolvida
separadamente nos eluentes (CH3CN/H20) na razdo de 1/1 e filtradas em membrana de
difluoreto de polivinilideno 0,45 um.

A metodologia usada nas injegcdes baseou-se em gradiente de concentragéo, onde
foi incluido uma mistura contendo 8% de CH3CN, ap6s 20 minutos a taxa de CH3CN foi de 55
% e ao chegar em 30 minutos a concentracdo de CH3CN chegou a 50 %, e por fim aos 33 min
a concentracdo de CH3CN foi correspondente a 4 % preparando o sistema para injecdes
posteriores. O fluxo aplicado durante as corridas com a coluna semi-preparativa foi de 4,5
mL/min com uma temperatura de 40 °C, com a deteccdo por varredura de UV-Vis no

comprimento de onda (1) de 280 nm.

4.5 Método fisico de analise
4.5.1 Ponto de Fusao

A medida do ponto de fusdo foi realizada no equipamento de microdeterminagao
digital da marca Mettler Toledo equipado com uma estacdo de aquecimento FP82HT, um
microscopio 6tico monocular acoplado. A taxa de aumento de temperatura foi ajustada para 1,5

°C/min e nao foi corrigida.
4.6 Métodos Espectroscopios e Espectrométrico

4.6.1 Espectroscopia de absor¢do na regido infravermelho (IV)

O espectro na regido do infravermelho, foi adquirido no Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, usando um Espectrometro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF), marca Perckin Elmer®, modelo FT-IR

SPECTRUM 100. Utilizou-se pastilhas de brometo de potdssio (KBr) na proporcao de 1% de
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amostra. A analise foi adquirida na faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm.

4.6.2 Espectroscopia de Ressondancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H, e '°C (uni e bidimensionais), foram realizados em um
espectrometro da marca Bruker® modelo Avance DPX-300, no Centro Nordestino de Aplicagio
e uso de Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara.
As analises foram adquiridas na frequéncia de 300 MHz para hidrogénio ¢ 75 MHz para
carbono-13.

Para obtencdo dos espectros de RMN, foi utilizado metanol deuterado (CD3OD)
da marca Cambridge Isotope Laboratories, Inc (CIL). Os deslocamentos quimicos (J) foram
expressos em parte por milhdo (ppm) e tomados como referéncia no espectro de RMN 'H pelos
sinais dos hidrogénios das moléculas residuais ndo deuteradas em Jy 4, 87. Nos espectros de
RMN '3C os sinais foram referenciados em dc49,15.

As multiplicidades sdo indicadas como simpleto (s), dupleto (), dupleto largo (dl),
tripleto (7) e multipleto (m).

4. 6.3 Espectrometria de massas (EM)

O espectro de massas de baixa resolucao do 6leo essencial foi obtido no Instituto
Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte, Campus Apodi (IFRN),
usando um cromatdgrafo gasoso da marca Shimadzu modelo QP2010, utilizando coluna
capilar preenchida com 5 % difenil e 95 % dimetil polisiloxano com dimensdes de 30 m x 0,25
mm x 0,25 um da marca RESTEK-RTX®. A andlise contou com rampa de aquecimento,
apresentando no tempo 0 min 180 °C e apds 10 min 280 °C, sendo utilizado hélio como gas de

arraste.

4.7 Atividades Biologias

4.7.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH'’

Uma das técnicas utilizada para detectar a capacidade antioxidante de compostos,
¢ o método baseado na elimina¢do do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),

Figura 5 (pag. 27). A reagdo ocorre através da captura de hidrogénio presente na substancia

antioxidante pela molécula de DPPHD, formando um composto estdvel. Por apresentar-se na
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forma radicalar, ¢ bastante reativo na presenca de luz, exigindo cuidados especificos na

realizagdo desses testes. (OLIVEIRA, 2015).

Figura 5 - Reacdo de captura do radical DPPH’ frente a um agente antioxidante

O,N O,N
L] H .
N—N NO, + A-H —> N—N NO, +A
O,N O,N
Cor: Violeta Cor: Amarelo

Fonte: adaptagdo de Oliveira, (2015).

A analise antioxidante foi baseada no método de Hegazi e El Hady (2002), com
modificagdes. O método consistiu primeiramente em preparar uma solu¢do metandlica de
DPPH 60 uM, seguida das respectivas concentragdes da amostra (0,002; 0,004; 0,008; 0,016;
0,031; e 0,062 mg/ mL). Depois da adicdo da solugdo de DPPH nas solucdes contendo a
amostra, estas foram armazenadas na auséncia de luz por 30 minutos. Apos esse periodo
transferiu-se individualmente cada solugdo para uma cubeta de quartzo e as leituras foram
realizadas em um espectrofotdometro da marca Shimadzu, modelo UV mini-1240. Antes das
leituras o equipamento foi calibrado com metanol PA da marca Synth® e em seguida ajustou-
se o comprimento de onda (A) em 515 nm. A medida do branco foi realizada com 2 mL de
metanol e 2 mL da solugdo de DPPH o procedimento foi realizado em triplicata utilizando
acido ascorbico (vitamina C) e o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox) como padrdes positivos.

Os dados obtidos foram analisados usando a Equacao 1 descrita abaixo, onde AA%

corresponde a porcentagem da atividade antioxidante.
AA% = [1- ( )] x 100 )

A partir dos resultados foi construida uma curva de porcentagem da capacidade

Abs branco
Abs DPPH

inibitoria (eixo y) vs concentracdo em mg/mL (eixo x), permitindo assim o calculo da

concentragdo inibitéria de 50% (Clso), tanto das amostras como dos padrdes positivos.
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4.7.2 Ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

O teste realizado, teve como base o procedimento descrito por Ellman et al.,
(1961), com modificagdes realizadas por Rhee et al., (2001). Os reagentes usados foram iodeto
de acetilcolina (ATCI), enzima acetilcolinesterase (AChE) e acido 5,5’- ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB) adquiridos pela Sigma-Aldrich®. O método utilizado ¢ rapido e
sensivel a substancias com acao anticolinesterasica, podendo ser realizado qualitativamente e
quantitativamente.

O procedimento consistiu em retirar uma aliquota de SuL. de uma solugdo contendo
o extrato em acetato, analisado em solvente na concentracdo 10 mg/mL, aplicando-o em uma
cromatoplaca (DC-Alufolien, Silica gel 60 F254, 0,2 mm Merck). Aguardando a secagem
completa do solvente, em seguida foi borrifada uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina
(ATCI) com o reagente de Ellman acido 5,5’- ditiobis-(2-nitrobenzoico), (DTNB, 1 mmol/L),
esperando 3 minutos para secagem da cromatoplaca. Posteriormente, aplicou-se com um
borrifador a enzima acetilcolinesterase (3 U/mL). Decorrido o tempo de 10 minutos foi

avaliado a formacao de halos na placa.

4.7.3 Atividade antifungica in vitro frente as cepas de Candida albicans, Candida krusei e
Candida parapsilosis.

O ensaio antifiingico foi realizado no laboratério de Toxinas Vegetais (LabTox) do
Departamento de Bioquimica da UFC. O crescimento das culturas de leveduras para realizacao
do teste seguiu 0 método previamente estabelecido por Neto et al., 2017.

As células de leveduras foram cultivadas em caldo Sabouraud, o experimento foi
realizado em placas de microtitulagdo de 96 pogos com fundo chato. Incialmente, incubou-se
aliquotas de 100 pL da suspensdo celular cultivadas em caldo Sabouraud de (C. albicans, C.
krusei e C. parapsilosis) estabelecendo concentragdes de 0,5 x 10° a 2,5 x 10 UFC/mL com
100 uL de cada concentragdo do extrato em acetato que foi solubilizado usando uma solucao
de DMSO 5% em NaCl 0,15 M (as concentragdes finais da amostra variou de 500 uM a 31
uM). As placas foram incubadas no escuro a 37 °C por um periodo de 24 horas, em seguida
fez-se a leitura de absorbancia em 600 nm, usando um leitor de microplacas (Epoch, BioTek
Instruments Inc. EUA). Para o controle positivo e negativo usou-se, respectivamente, Nistatina
(122,7 uM) e DMSO 5% em NaCl 0,15 M. Considerou-se o crescimento das células no meio
de cultura como 100% de crescimento. Os dados da analise foram obtidos de trés experimentos

independentes, com repeti¢do de trés cultivos biologico.
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4. 7. 3.1 Mecanismo de ac¢&o antimicrobiana
a - Inducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs);

As leveduras usadas no ensaio foram cultivadas em caldo Sabouraud por 18 horas
a 37 °C. A concentracdo final das células foi padronizada para 10° células/mL, em sequéncia
aliquotas de 100 pL da suspensdo de células foram incubadas com 100 uLL da amostra (extrato
em AcOEt), solubilizado com DMSO 5% em NaCl 0,15 M. Os padrdes positivo e negativo
foram, respectivamente, anfotericina B 8,6 x 10 ® M e uma solugdo DMSO 5% em NaCl 0,15
M a incubacdo das células foi realizada a 37 °C por um intervalo de 34 horas, em ambiente
protegido da luz. Em seguida, as células de tratamento foram novamente incubadas, no escuro
por 30 minutos a 37 °C com 2,7 diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), posteriormente as
celulas foram centrifugadas em equipamento (centrifuga Mikro 200R, HettClh, Alemanha)
3000 x g por 5 min a uma temperatura de 22 °C e lavadas trés vezes com uma solucgéo de NaCl
0,15 M. Por ultimo, foram preparadas adequadamente para observagdo sob um microscépio de
fluorescéncia da marca Olympus BX41, com os comprimentos de onda de excitacdo e emissao
de 488 nm e 525 nm, respectivamente. A presenca de fluorescéncia verde indica a producéo de
espécies reativas de oxigénio (MAURYA et al., 2011).

b - Determinacdo da integridade da membrana celular;

O ensaio in vitro de células das leveduras consistiu em incubar por 24 horas a 37
°C, com a amostra do extrato em AcOEt, usando como controle negativo uma solucéo de NaCl
0,15 M e como controle positivo uma solugio de anfotericina B 8,6 x 107 M. Em seguida, as
células tratadas (100 uL de suspensdo) foram incubadas com iodeto de propidio onde a sonda
emite fluorescéncia vermelha quando interage com material genético na concentragio de 103
uM, por 30 min a 37 °C (REGENTE et al., 2014). Por fim, analisou-se as células em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX41) a emissdo de fluorescéncia vermelha é um
indicativo de que houve permeabilizacdo da membrana plasmatica (comprimentos de onda de

excitagdo e emissdo de 488 nm e 525 nm, respectivamente).

4.7.4 Atividade citotoxica

A atividade citotoxica foi realizada no Laboratorio de Oncologia Experimental
(LOE) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM). Realizou-se

teste in vitro para as linhagens celulares SBN- 19 (glioblastoma), HCT-116 (carcinoma de
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c6lon- humano) e PC3 (prostata) cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA).

O ensaio citotoxico foi realizado seguindo o método de Mosman (1983), que ¢ baseado
em uma analise colorimétrica em que o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazolio) (MTT) se converte em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE
et al., 1996).

As linhagens de células SNB-19, HCT-116, PC3 foram cultivadas em meio RPMI
1640, suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa
a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO.. A amostra foi solubilizada em DMSO e os testes
foram realizados na concentragdo de 100 pg/mL.

As células foram devidamente identificadas nas concentracdes de 0,7 x 10°
células/mL (HCT-116), 0,1 x 10° células/mL (SNB-19, e PC3). A placas foram incubadas por
72 horas ap0s tratamentos com os compostos em estufa a 5% de COza 37 °C. Ao término deste,
as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados
100 pL da solucao de MTT (sal de tetrazolio), e entdo foram novamente incubadas por um
periodo de 3h. A absorbancia foi lida em 595 nm, apos dissolugao do precipitado com 100 uL
de DMSO puro em espectrofotometro de placa (DTX 880 Multimode Detector, Beckman
Coulter, Inc. Fullerton, Califérnia, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica do dleo essencial de Citrus aurantium

O ¢leo essencial das cascas de Citrus aurantium foi obtido por hidrodestilagao e
analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Essa
analise forneceu um cromatograma cujo os dados encontra-se apresentados no Grafico 1,

expresso em (%) de area por substancias.

Grafico 1 - Composicdo quimica do 6leo essencial das cascas de Citrus aurantium
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Fonte: elaborado pela autora.

Pode-se verificar, por meio dos dados expostos no Grafico 1 que o 6leo essencial
das cascas do fruto de C. aurantium ¢ constituido majoritariamente por D-limoneno. Esse
composto apresenta diversas atividades biologicas ja citadas na literatura, tais como
gastroprotetora, anti-inflamatdria, quimiopreventiva entre outras (TEIXEIRA, 2013).

As figuras 6 a 10 (pag. 32) apresentam os espectros de massas dos constituintes

presentes no oleo essencial das cascas de C. aurantium.
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Figura 6 - Espectro de massas da diacetona alcool
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 7 - Espectro de massas do B- pineno
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 8 - Espectro de massas do D- limoneno
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 9 - Espectro de massas do 3-careno
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 10 - Espectro de massas do a-terpineol
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Fonte: elaborado pela autora.

5.2 Analise por CLAE das fracées metanolica e acetonica e isolamento do composto Flav
04 de Citrus aurantium

As fragdes metandlica e acetdnica foram analisadas por CLAE e o perfil
cromatografico estdo expressos nas figuras 11 e 12 (pag. 33), respectivamente. Ambas fragdes
foram observadas em 280 nm, pois esse comprimento de onda € uma regido especifica de

absor¢do para compostos fenolicos.
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Ap6s analise dos cromatogramas, optou-se por fazer o isolamento de substancias
presente na fragdo metandlica, por esta apresentar picos com uma melhor separagdo. E possivel
perceber que alguns compostos estdo presentes nos dois cromatogramas, diferindo a
intensidade do sinal e o grau de separagdo entre os picos. A presenca de varios ombros € picos
que co-eluem na fracdo acetonica inviabilizou a separagdo eficiente das substincias nessas

condi¢des cromatograficas, necessitando de um ajuste de método.

Figura 11 — Cromatograma CLAE, da fracao metanolica das cascas de Citrus aurantium
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Fonte: elaborado pela autora.

Apo6s sucessivas injecoes em CLAE, foi possivel obter o composto Flav 04,
referente ao tempo de 16,761 min. Os outros picos de maior intensidade estavam impuros o

que impossibilitando a determinacdo estrutural via métodos espectroscopicos.

Figura 12 - Cromatograma CLAE, da frag¢do acetonica das cascas de Citrus aurantium
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Fonte: elaborado pela autora.
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5.3 Determinacio estrutural de Flav 04 do extrato em acetato de etila de Citrus
aurantium

O processo cromatografico descrito anteriormente resultou em 7,5 mg de um
solido, de cor amarela, soluvel em metanol, com uma faixa de ponto de fusdo de 86,2 — 88,1
°C, que foi denominado Flav 04.

O sistema de detec¢do de UV-Vis (arranjo de Diodo) no equipamento de CLAE,
possibilitou a obtengao do espectro de ultravioleta (Figura 13), referente ao composto Flav 04,
com tempo de retencdo em 16,436 min. O espectro apresentou duas bandas na regido do
ultravioleta, uma banda de absor¢cdo maxima em 326 nm, caracteristica das transi¢cdes © — 7*
de anéis aromaticos conjugados e outra banda de menor intensidade correspondente a transi¢ao

do tipo n— n* em 256 nm do grupamento cromoéforo carbonila (PAVIA et al., 2010).

Figura 13 - Espectro ultravioleta de Flav 04
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Fonte: elaborado pela autora.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) de Flav 04 (Figura 14,
pag. 35), apresentou uma banda larga em 3510 cm’!, referente a deformagio axial da ligagdo
O-H, a banda em 2924 cm! indica a vibragdo de estiramento relativo a presenca de hidrogénio
de carbono metilénico (-CHa-). A banda em 1641 cm™ caracteristica de carbonila cetonica
conjugada com o grupo arila. As trés bandas de absor¢des em 1518 cm™, 1182 cm™ € 1070 cm
! evidenciam a deformacio axial de ligacio C-O e banda de deformagdo angular fora do plano

de C-H em 825 cm™! (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).
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Figura 14 - Espectro de infravermelho de Flav 04
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Fonte: elaborado pela autora.

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CD30D) expresso na Figura 15 (pag. 36)
apresentou sinais correspondentes a dois dupletos em 6y 7,32 (d, J = 8,28 Hz, 1H) e dx 6,83
(d,J= 8,4 Hz, 1H), sendo esses sinais atribuidos a hidrogénios de anel aromético posicionados
orto e para, respectivamente. Além disso, foi verificado a presenca de um singleto largo em
torno de ox 4,5 ppm, foi atribuido a hidrogénio de hidroxila. O sinal em oy 6,16 (d, J = 2,58
Hz, 1H, 3H) do anel A apresenta hidrogénio de anel aromatico mais blindado do que os
hidrogénios oy 7,32 e dn 6,83 no anel C, isso porque os hidrogénios do anel A recebem
densidade eletronica dos pares de elétrons livre dos &tomos de oxigénios vizinhos. O intervalo
de dy 5,06 - 5,76 ppm refere-se a hidrogénios ligados a carbonos saturados (sp?), os sinais
aparecem como: oy 5,24 (m), ou 5,10 (¢) correspondendo a hidrogénios de carbonos metinicos.
Um dupleto largo 6y 2,75 (dl, J=17,0 Hz, 1H) e um duplo dupleto em oy 3,25 (dd, J=17,0 e J
= 13,0 Hz, 1H) foram relacionados a hidrogénios de carbono metilénico. O sinal em Jy 1,50

(d, J= 6,0 Hz, 2H) indica a presen¢a de hidrogénio de carbono metilico. (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).
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Fonte: elaborado pela autora.

O espectro de RMN de carbono-13 (CD;OD, 75 MHz), correspondente a Figura
16 (pag. 37) apresentou 25 sinais espectrais, sendo seis mais desprotegidos: d¢106,00, dc
116,00, oc 129,23, 6¢ 159,00, oc 166,00 e oc 198,60 relacionados a carbonos com hibridizagao
sp?, o sinal em Jdc 198,60 indica a presenca de carbono carbonilico de cetona. Os sinais que
estdo na faixa de d¢ 18,32 a d¢ 54,87 correspondem a carbonos sp?, entre esses pode-se observar
a presenga de um sinal protegido em Jc 18,32 referente a carbono metilico (CHj3)

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).



37

Figura 16- Espectro de RMN '3C (CDs;OD, 300 MHz) de Flav 04
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Fonte: elaborado pela autora.

Com base nos dados espectroscopios de IV, RMN 'H e '*C (uni e bidimensionais),
sugeriu-se a molécula como sendo um flavonodide glicosilado da classe das flavanonas
representado na Figura 17 (pag. 38), cuja formula molecular é C27H32014, com Indice de
Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) igual a 12. A presenca do sinal em oc 44,00 C-3 foi atribuido
ao carbono no anel C desta classe. Observou-se ainda que esta flavanona apresenta duas
unidades de acucar, baseado nos dados RMN '3C e da presenca de dois carbonos anoméricos
em 0¢ 102,60 e d¢ 99,43. Os dados espectroscopios sugerem que os dois agucares sio a glicose
e a raminose, respectivamente. Outro dado importante e que esses agucares estdo ligados no
carbono-7 em 6¢ 166,00, do anel A da flavanona através do C-1"" da glicose. Assim de acordo
com estes dados e com dados comparados com os da literatura (RIAZ et al., 2013) pode-se
concluir que o composto Flav 04 se trata da Naringina (2S)-7-(4,5 dihidroxi-6(hidroximetil)-
3-(3.4,5-trihidroxi-6-metiltetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-5hidroxi-2-(4-fenilhidroxi)croman-4-
ona), ja identificada e reportada nas cascas de Citrus aurantium, apresentando atividades

bioldgicas tais como antidiabética (SOMANATHAN et al., 2021), antiviral contra o HIV tipo
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1 (NZUZA; NDWANDWE; OWIRA, 2016), antitumoral sobre linhagens de células cancerosas
da tireoide (ZHOU; XIA; ZHANG, 2019) e neuroprotectiva (MENG et al., 2021).

Figura 17- Estrutura quimica de Flav 04

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 2 - Dados espectroscopios do composto Flav 04 ¢ os dados reportados na literatura (RIAZ et
al., 2013) para a Naringina

Continua
Flav 04 (CD;0D)
HMBC Literatura (CD3;OD)
dc (ppm) Oy (ppm, multip. J, | 2Jcu Jen dc (ppm) | Oy (ppm, multip.
Hz) J, Hz)
C
4 198,60 - H-3a/H-3b - 198,51 -
7 166,00 - H-6, H-8 - 166,58 -
9 - - - - 164,61 -
10 106,00 - - H-6 104,90 -
r 129,23 - H-2’/H-6’ - 130,84 -
4 159,00 - H-2’/H-6’ - 159,07 -
CH
2 80,78 5,33(dd, 10,89) - H-2’/H-6’ 5,33(dd, 2,7 ¢
12,9, 1H)
5 - - - - 164,98
6 96,86 6,15 - - 6,14 (d, 2,1, 1H)
8 97,95 6,16 (d, 2,58;1H) - ; 6,16 (d,2,1, 1H)
2/6’ 129,18 7,31 (d, 8,28, 2H) ; - 129,10 7,28 (d, 8,4, 2H)
3/5 116,48 6,83 (d, 8.4, 2H) - - 11635 6,79 (d, 8,7, 2H)
1” 102,60 5,24 - - 102,56 5,06 (d, 7,2¢
12,9, 1H)
1 99,43 5,10 (m) - - 99,41 5,24 (d, 1,2)
4> 72,22 ou - - CH3-6 73,92 3,27 (m, 1H)
73,99
57 70,05 i CH3-6" 69,98 3,92 (m, 1H
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Conclusdo

CH;

6”

CH;
6”’

62,35

18,32

2,75 (dl, 17,0, 1H)
3,25(dd, 17,0
13,0, 1H)

3,64 ¢ 3,88

1,50 (d, 6,0 Hz)

62,27

18,21

2,72(dd, 17,1 e
2,7, 1H)
3,16 (dd, 17,1 e
12,9, 1H)
4,29 (m, 1H)
4,18 (m, 1H)

1,27 (d, 6,3; 3H)

Fonte: elaborado pela autora.

Os dados de HSQC Figura 18 mostra a correlacdo heteronuclear 'H x *C que

possibilitou a associagdo direta dos hidrogénios com seus respectivos carbonos, conforme

mostrado na Tabela 2 (pag. 38).

Figura 18 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *C x 'H - HSQC de Flav 04
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Fonte:

elaborada pela autora.
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A andlise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *C x 'H - HMBC
Figura 20 (pag. 40) mostrou a correlagdo a longa distancia (2/) dos H-3a e H-3b do anel C com
o carbono carbonilico em dc 198,00, confirmando a estrutura base de uma flavanona. As
correlagdes a trés ligagdes (°J) dos H-2’/H-6’ com o carbono na posi¢io 2 justifica a
substitui¢ao para no anel B da aglicona. Os hidrogénios dx 6,15 do (C-6) e o 6,16 do (C-8) se
correlacionam, ambos a duas ligacdes do carbono 7 em dc 166,00, definindo que na posicao

meta se encontra o grupo raminosideo, conforme as correlagdes expressas na Figura 19.

Figura 19 - Correlagcdes de HMBC da aglicona
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 20 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *C x 'H - HMBC de Flav 04
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Fonte: elaborado pela autora.
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As correlagdes a longa distancia que aparecem no experimento bidimensional '3C
x 'H—-HMBC, Figura 20 (pag. 40), confirmaram a presenca da metila da raminose em é¢ 18,32
pela correlagdo a duas ligagdes (°Jcx) do CH3-6"" com o carbono 5°” d¢ 70,05, e a correlacdo
a trés ligacdes (*Jcm) dos hidrogénios metilicos com o carbono 4° em dc¢ 72,22 ou 73,99,

conforme representado na Figura 21.

Figura 21: Correlagdes de HMBC do raminosideo
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Fonte: elaborado pela autora.

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear de 'H x 'H- COSY, Figura
22, (pag. 42) do composto Flav 04, mostrou correlacdo do hidrogénio 2 em dx 5,33 com os
hidrogénios 3a (0n2,75) e 3b (dx3,25) afirmando a que o flavonoide em questio pertencente
a classe das flavanonas e ndo possui insaturacdo entre os carbonos C-2 e C- 3. Os hidrogénios
2’/6’ em 6y 7,31 possuem o mesmo ambiente quimico, assim como os hidrogénios 3°/5’ em oy
6,83, estes se correlacionam de forma homonuclear, confirmando a presenca de um substituinte

(OH) no carbono 4’, conforme expresso na Figura 23 (pag. 42).
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Figura 22 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x '"H- COSY de Flav 04
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 23 - Correlacdo homonuclear (COSY) da aglicona
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Fonte: elaborado pela autora.

A correlagdo homonuclear de 'H x 'H- COSY do raminosideo Figura 24,
(pag. 43) mostra que o hidrogénio do carbono 5°” se correlaciona com os hidrogénios vicinais
da metila (C-6""), isso comprova que o agucar ligado a glicose se trata de uma raminose, essa

contém uma metila na sua estrutura o que a diferencia de outros acucares.
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Figura 24 - Correlagao homonuclear (COSY) do raminosideo
o
CH,

Fonte: elaborado pela autora.

5.4 Ensaios biologicos do extrato em acetato de etila
5.4.1 Analise da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH"

Apds o procedimento descrito no item 4.7, subitem 4.7.1, os dados foram
organizados graficamente de modo a obter a equacdo da reta e a fungdo da porcentagem de
inibigdo (eixo y) vs a concentracdo da amostra (€ixo X).

A atividade antioxidante ¢ verificada a partir do Clso (concentracdo inibitoria de
50%), que ¢ a capacidade que um agente antioxidante tem de capturar 50% dos radicais livres
em uma solu¢cdo de DPPH®. Logo, quanto menor for o valor de Clso, maior ¢ a atividade
antioxidante nesse composto ou matriz de compostos (PUTON et al., 2018).

O experimento espectrofotométrico do extrato em AcOEt (GRAFICO 2),
apresentou equacao da reta (y= 742,35x + 8,7631) e uma correlagao entre os pontos de 0,9575.

A concentragdo inibitoria de 50% obtida foi de 55,55 ug/mL.

Grafico 2 - Curva de calibracdo da atividade antioxidante do extrato em AcOEt

Extrato AcOet
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ST e
2 .0 e
€ 30 e .. ®
@ e
=22 e
X
10 ¢®
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Concentracdo em mg/mL

Fonte: elaborado pela autora.
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No teste antioxidante foram utilizados dois padrdes positivos, o acido ascorbico
(GRAFICO 3, pag. 44), que ¢ um dos mais eficazes agentes antioxidante natural, apresentando
Otima capacidade de capturar radicais livres (SUCUPIRA et al., 2012), e o Trolox (6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) (GRAFICO 4), este ¢ um antioxidante sintético

derivado da vitamina E.

Grafico 3 - Curva de calibragdo da atividade antioxidante do padrio Acido
ascorbico

Padrdo Acido Ascorbico
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Fonte: elaborado pela autora.

Grafico 4 - Curva de calibracdo da atividade antioxidante do padrdo Trolox

Padrdo Trolox
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Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 3 - Dados de concentragao inibitdria (Clso) para determinacao da capacidade
antioxidante

Amostra Clso (ng/mL) Desvio Padrio
Extrato em AcOEt 55,55 1,489 x 1072
Padrdo acido ascorbico 2,07 2,585x 10*
Padrio trolox 3,39 3,555 x 10*

Fonte: elaborado pela autora.
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A interpretacdo da atividade antioxidante da-se por meio de comparacdao. De
acordo com a Tabela 3, (pag. 44) pode-se observar que os padrdes, adcido ascorbico e trolox,
apresentaram um valor de Clso aproximadamente 10 vezes maior que o extrato em acetato de
Citrus aurantium, porém deve-se considerar que a matriz que compoe um extrato ¢ diversa e
pode haver compostos que inibem a capacidade antioxidante.

A literatura reporta valores de Clso para compostos fenolicos, como exemplo da
naringina, cujo valor € 36,21 pg/mL proximo do valor da quercetina, 16,96 ng/mL. Este Gltimo
¢ um metabolito secundario pertencente a subclasse dos flavonois presentes em varias plantas,
considerado um padrao por possuir elevado potencial antioxidante (RIAZ et al., 2013). Assim,
pode-se afirmar que os valores de compostos fendlicos encontrados na literatura, ¢ préoximo do
valor de Clso de 55,55 pg/mL encontrado para o extrato de C. aurantium.

Como foi verificado por meio de dados espectroscopios, que o extrato apresenta
compostos fenodlicos em sua composi¢do, esses funcionam como antioxidantes devido
hidroxilas (OH) fenoélicas, combatendo os radicais livres, através da doagdo de hidrogénio.

Os valores da correlagdao entre os pontos adquirido nas das curvas de calibracao
dos trés experimentos estdo dentro da margem esperada, passando maior confiabilidade aos

valores encontrados de concentracdo inibitoria dos radicais livres.

5.4.2- Avaliacdo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

O teste descrito no subitem 4.7.2 que descreve o método colorimétrico da atividade
anti-acetilcolinesterdsica ndo apresentou resultados satisfatorios. Nao houve formagao de

formacao de “halo” de inibi¢do como mostra a Tabela 4.

Tabela 4 - Dados da atividade de inibi¢dao da enzima acetilcolinesterase

Amostra Resultado Tamanho do halo (mm)
Extrato em AcOEt Negativo ok
Padréo Eserina Positivo 9

Fonte: elaborado pela autora.
** Nao houve formagdo de “halo” de inibi¢ao

5.4.3- Avaliagdo do potencial antifungico frente a cepas de Candida (C. albicans, C. krusei e
C. parapsilosis)

O extrato em acetato de etila foi capaz de reduzir o crescimento de todas as espécies

de Candida avaliadas. Observou-se um efeito dose-dependente, o que significa que maiores
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concentragdes do extrato em acetato foram mais efetivas na inibi¢ao do crescimento das cepas
de Candida. Os percentuais elevados de inibigao, superiores aos 90%, foram encontrados para
C. albicans e C. parapsilosis, tratadas com o extrato na concentra¢ao de 500 pg/mL conforme

os dados expresso na Tabela 5.

Tabela 5 - Inibicao de cepas de Candida induzidas pelo extrato em acetato

Amostra/Concentracio % de Inibicao
C. albicans C. krusei C. parapsilosis
Ext. AcOEt 500 pg/mL 92,96 30,02 98,64
Ext. AcOEt 250 pg/mL 36,63 30,02 95,77
Ext. AcOEt 125 pg/mL 24,26 30,75 72,78
Ext. AcOEt 62,5 pg/mL 18,21 29,71 37,59
Ext. AcOEt 31,25 ng/mL 10,95 4,95 22,02
Nistatina (122,7 uM) 100 100 100

Fonte: elaborado pela autora.

Sendo assim, os ensaios de mecanismos de agdao foram conduzidos com o extrato

em acetato contra as duas espécies mais susceptiveis, C. albicans e C. parapsilosis.

5.4.3.1 - Verificacdo do mecanismo de acdo antimicrobiana do extrato em acetato de Citrus

aurantium

a - Inducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs);

As espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham um papel fundamental no
funcionamento celular sob condi¢bes de estresse, onde o balan¢o redox é normalmente
comprometido. Como consequéncia, a producdo de EROs aumenta de forma expressiva,
causando danos em lipideos, proteinas e no proprio DNA (WANG et al., 2016).

Os resultados encontrados indicam que nao houve a superprodu¢do de EROs para
nenhuma das cepas de Candida tratadas com o extrato em AcOEt de C. aurantium, o que ¢é
indiciado pela auséncia de fluorescéncia verde, apontado pelo DCFH-DA que ¢ um corante
permeével que pode ser oxidado por EROs e convertido em uma molécula fluorescente, a 2,7-
dichlorofluoresceina conforme exposto nas Figuras 25 e 26 (pag. 47). As células que compde

o experimento foram observadas em um microscopio de fluorescéncia Olympus BX41
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(comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 488 nm e 525 nm, respectivamente).

Figura 25 - Micrografias de inducdo de producdo de EROs em células de C. albicans tratadas
com DMSO 5% em NaCl 0,5 M (A e B), AcOEt 500 pug/mL (C e D), AcOEt 250 pg/mL (E e
F) e anfotericina B 8.6 x 10° M (G e H)

A 0 CERn

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 26 - Micrografias de inducdo de producdo de EROs em células de C. parapsilosis
tratadas com DMSO 5% em NaCl 0,5 M (A e B), AcOEt 125 pug/mL (C e D), AcOEt 62,5
ug/mL (E e F) ou anfotericina B 8.6 x 0'6 M (G e H)

Fonte: elaborado pela autora.

b - Determinacgéo da integridade da membrana celular;

As células de C. albicans e C. parapsilosis tratadas com o extrato em AcOEt de C.
aurantium, emitiram fluorescéncia vermelha, o que indica que a membrana plasmatica sofreu
algum processo de ruptura que permitiu a entrada do iodeto de propidio. Tal efeito ndo foi
observado no controle negativo, DMSO 5% em NaCl 0,15 M, onde néo foi detectada emissdo
de fluorescéncia como podemos analisar nas Figuras 27 e 28 (pag. 48). O iodeto de propidio é
um agente intercalante e fluoréforo que se liga a0 DNA. Uma vez ligado ao DNA, a sua

fluorescéncia é aumentada e pode ser observada por microscopia de fluorescéncia (WANG et
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al., 2016). Por ser impermeavel em membranas integras, esse agente é normalmente utilizado

como marcador de células mortas.

Figura 27- Micrografias de determinacdo da integridade celular em células de C. albicans
tratadas com DMSO 5% em NaCl 0,5 M (A e B), AcOEt 500 ug/mL (C ¢ D), AcOEt 250
o/mL (E e F) ou anfotericina B 8.6 x 10° M (G e H

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 28- Micrografias de determinacdo da integridade celular em células de C. parapsilosis
tratadas com DMSO 5% em NaCl 0,5 M (A e B), AcOEt 125 pg/mL (C e D), AcOEt 62,5
png/mL (E e F) ou anfotericina B 8.6 x 10°M (G e H)

— o, R o oo

Fonte: elaborado pela autora.

5.4.3 Avaliacdo da atividade citotoxica do extrato em AcOEt

O método colorimétrico de viabilidade celular, baseia-se na conversdao do sal MTT
em azul de formazan pela agdo enzimas mitocondriais que estdo presentes apenas em células

metabolicamente ativas, conforme a reacdo expressa na Figura 29 (pag. 49).
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Figura 29 - Conversao do sal MTT em azul de formazan

Enzimas

/ mitocondriais NH
7 \< N|/
N

MTT

Cor: amarelo

Azul de Formazan

Cor: roxo

Fonte: adaptacdo de Magalhdes; Tha; Leme, (2018).

O potencial de citotoxicidade foi classificado em trés escalas; baixa atividade no
qual a inibicdo do crescimento celular apresentou faixa 1 a 50%, atividade média quando o
intervalo compreendido foi de 50,1 a 75% de inibi¢do do crescimento celular e acima de 75%
considerado alta capacidade de inibicdo do crescimento celular (ALMEIDA et al., 2014;
Comité Técnico ISO / TC 194, 2009).

O extrato em AcOEt apresentou 62, 53 % de inibicao frente a linhagem PC3 (cancer
de prostata) com um desvio padrdao de + 1,50, sendo, portanto, considerado uma atividade
média. A linhagem celular SNB-19 (glioblastoma) mostrou uma inibi¢ao de 19,42 % e desvio
padrdo de + 1,72, significando baixa atividade. As células HCT-116 (cancer colorretal) tiveram
uma inibi¢do de 50,31 %, desvio padrdo de + 2,13, correspondendo a atividade média. A
representacdo do Grafico 5, (pag. 50) exibe as respectivas porcentagens de inibi¢do frente as

linhagens de células cancerigenas.
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Grafico 5 - Inibi¢do de crescimento celular do extrato de acetato de etila frente
a células tumorais na concentracdo de 100 ug/mL
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Fonte: elaborado pela autora.

Assim, com base nas porcentagens de inibicdo calculou-se a concentracdo
inibitoria média (Clso) (Tabela 6) e seus respectivos intervalos de confiabilidade, sendo que
Clso baixo significa que a amostra tem alta capacidade citotoxica e vice-versa. O extrato se
mostrou potencialmente promissor para a linhagem PC3 (cancer de prostata) com uma
concentragdo inibitoria média de 68,05 pg/mL, as células HCT-116 (cancer colorretal)
resultaram em Clsg de 99,70 ug/mL e a linhagem SNB-19 se apresentou inativa na maior

concentragédo usada que foi de 100 pg/mL.

Tabela 6 - Concentragao inibitoria média do extrato em acetato de etila na concentragao de
100 pg/mL frente as linhagens de células tumorais
Linhagens tumorais - Clso pg/mL (Intervalo de confianca)

Amostra PC3 SNB-19 HCT-116
AcOEt 68,05 >100 99,70
55,25 — 83,81 93,79 — 106,0
Doxorrubicina (UM) 0,76 1,20 0,11
0,59-0,93 1,03-1,9 0,08-0,14

Fonte: elaborado pela autora.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fotoquimico da espécie Citrus aurantium L. possibilitou o isolamento e
a caracterizagdo de um flavonoide glicosilado conhecido como naringina (Flav 04), relatado
na literatura por possuir diversas atividades terapéuticas.

A atividade antioxidante pelo método do DPPH® do extrato em AcOEt de C.
aurantium exibiu um valor de Clso de 50,55 mg/mL, apresentado um potencial antioxidante
bem préximo ao citado na literatura para a naringina (36,21 mg/mL), um composto puro bem
conhecido. Tal atividade pode estar relacionada a presenga de compostos fendlicos neste
extrato.

A atividade citotdxica apresentou-se promissora para duas linhagens de células
cancerosas, a PC3 (prostata) e HCT-116 (colorretal) com Clso de 68, 05 pg/mL e 99,70 pg/mL,
respectivamente, na escala adotada corresponde a atividade moderada. Esse resultado indica
que o extrato C. aurantium contém moléculas com potencial citotoxico e pelo fato de um
extrato possuir uma matriz complexa com substancias de diversas classes, acredita-se que os
compostos puros possuam maior capacidade citotoxica, assim, € relevante o isolamento de
outros metabdlitos secundarios como perspectiva de novos agentes anticancer.

A atividade antifungica apontou resultados satisfatorios frente as cepas de Candida
albicans e Candida parapsilosis, com capacidade inibitoria de mais de 90% para ambas, na
concentracao de 500 pg/mL do extrato de C. aurantium, portanto, seguiu-se a investigagao dos
possiveis mecanismos de agdo antimicrobiana nas células de C. albicans e C. parapsilosis
submetidas a presenca do extrato, e assim foi possivel verificar que as leveduras quando em
contato com o extrato sofrem desintegrag¢do da parede celular, chegando a apoptose.

A andlise de inibicdo da enzima acetilcolinesterase do extrato ndo apresentou
resultado satisfatorio.

A investigagdo quimica e biologica do extrato em acetato de C. aurantium L.
indiciou a presenca de substancias potencialmente bioativas, evidenciado pelos testes
biologicos realizados, esses resultados expandem os conhecimentos que se tem sobre essa
espécie possibilitando a descoberta de novos fitoterapicos naturais, sem os diversos efeitos

colaterais causados pelos medicamentos sintéticos.



52

REFERENCIAS

ABOU, B. D.H.; IBRAHIM, B.M.; HASSAN, N.S.; YOUSUF, A.F.; El G. S. Exploiting
citrus aurantium seeds and their secondary metabolites in the management of alzheimer
disease. Toxicology reports. v. 7, p.723-729, 2020.

AL ABOODY, M. S.; MICKYMARAY, S. Anti-fungal efficacy and mechanisms of
flavonoids. Antibiotics. v. 9, n. 2, p. 1-42, 2020.

ALMEIDA, I. R. G. S.; ARAUJO, C. S.; PESSOA, C. O.; COSTA, M. P.; PACHECO, A. G.
M. Antioxidant, cytotoxic and antimicrobial activity of Annona vepretorum Mart.
(Annonaceae). Revista Brasileira de Fruticultura. v. 36, p. 258-64, 2014.

ALVES, C. Q.; DAVIDL, J. M.; DAVID, J. P.; BAHIA, M. V.; AGUIAR, R, M. Métodos para
determinacgdo de atividade antioxidante in vitro em substratos organicos. Quimica Nova. v.
33,n. 10, p. 2202-2210, 2010.

ANDREANI, T.; SEVERINO, P.; DE HOLLANDA, L. M.; VAZZANA, M.; SOUTO, S. B.;
SANTINI, A.; SILVA, A.M.; SOUTO, E. B. Cancer therapies: Applications, nanomedicines
and nanotoxicology. Nanostructures for Cancer Therapy. p. 241-260, 2017.

BERRIDGE, M. V.; TAN, A. S.; MCCOY, K. D.; WANG, R. The Biochemical and Cellular
Basis of Cell Proliferation Assays that Use Tetrazolium Salts. Biochemical. v. 4, p. 14-19,
1996.

BONGOMIN, F.; GAGO, S.; OLADELE, R.; DENNING, D. Global and multinational
prevalence of fungal diseases estimate precision. Journal of Fungi. v. 3, p. 57, 2017.

BRAZ-FILHO, R. Quimica de produtos naturais: importancia, interdisciplinaridade,
dificuldades e perspectivas. A peregrinacao de Pacatubano. Quimica Nova. v. 17, 1994.

BORGES, P. L.; AMORIM, A. V. Metabolitos secundarios de plantas. Revista
Agrotecnologia. v.11, n.1, p.54-67, 2020.

CARVALHO, F. M. I. R.; COSTA, Mirtes. Anxiolytics and sedative effects of extracts and
essential oil from Citrus aurantium L. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 25, n. 12,
p. 1629-1633, 2002.

CASERTA, R.; TEIXEIRA-SILVA, N.S.; GRANATO, L. M.; DORTA, S. O.; RODRIGUES,
C. M.; Mitre, L. K.; YOCHIKAWA, J. T. H.; FISCHER, E. R.; NASCIMENTO, C. A_;
SOUZA-NETO, R. R. and TAKITA, M. A.; 2019. Citrus biotechnology: What has been
done to improve disease resistance in such an important crop?. Biotechnology Research
and Innovation, 3, pp.95-109.

DEGIRMENCI, H.; ERKURT, H. Chemical profile and antioxidant potency of Citrus
aurantium L. flower extracts with antibacterial effect against foodborne pathogens in rice
pudding. LWT. v. 126, p. 109273, 2020.

ELGAT, W. A. A. A.; KORDY, A.M.; BOHM, M.; CERNY, R.; ABDEL-MEGEED, A ;
SALEM, M. Z. M. Eucalyptus camaldulensis, Citrus aurantium, and Citrus sinensis Essential



53

Oils as Antifungal Activity against Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus,
and Fusarium culmorum. Processes. v. 8, n. 8, p.1003, 2020.

ELLMAN G. L.; COURTNEY K. D.; ANDRES V. J. R.; FEATHERSTONE R. M. A new
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology. v. 7, n. 2, p. 88-95, 1961.

FAOSTAT. Disponivel em: http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC. Acessado em: 26 Fev.
2021.

GIADA, MARIA. Uma abordagem sobre a capacidade antioxidante in vitro de alimentos
vegetais e bebidas. DEMETRA: Alimentacao, Nutricdo & Sadde. v. 9, n. 1, p. 137-146,
2014.

GUO, J. J.; GAO, Z. P.; XIA, J. L.; RITENOUR, M. A.; LI, G. Y.; SHAN, Y. Comparative
analysis of chemical composition, antimicrobial and antioxidant activity of citrus essential
oils from the main cultivated varieties in China. LWT. v. 97, p. 825-839, 2018.

HAMEDI, A.; ZARSHENAS, M. M.; JAMSHIDZADEH, A.; AHMADI, S.; HEIDARI, R;
PASDARAN, A. Citrus aurantium (bitter orange) seed oil: pharmacogenetics, anti-
inflammatory, and anti-nociceptive properties. TIPS. v. 5 n.3, p.153-164, 2019.

HANAN, A. A. A.; SHAKINAZ, T. E. S. Antioxidant capacity of hesperidin from Citrus peel
using electron spin resonance and cytotoxic activity against human carcinoma cell lines.
Pharmaceutical Biology. v. 49, p. 276-282, 2011.

HEGAZI, A. G.; EL HADY, F. K. A. Egyptian propolis: 3. Antioxidant, antimicrobial
activities and chemical composition of propolis from reclaimed lands. Zeitschrift fiir
Naturforschung C, v. 57, n. 3-4, p. 395-402, 2002.

HUANG, D.; OU, B.; PRIOR, R. L. The chemistry behind antioxidant capacity assays.
Journal of agricultural and food chemistry. v. 53, n. 6, p. 1841-1856, 2005.

IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Producao Agricola Municipal — PAM.
Disponivel em: <https://www.ibge.gov.br/estatistClas/economClas/agrClultura-e-
pecuaria/9117-producaoagrClola-munClipal-culturas-temporarias-e-
permanentes.html?=&t=resultados>. Acesso em: 26 Fev. 2021.

ISTIFLL E. S.; ILA, H. B. (Eds.). Cytotoxicity: Definition, identification, and cytotoxic
compounds. Books on Demand. ISBN 978-1-78984-754-3. 2019. 121 p.

KENDER, W. J.; KHAN, I. A. Citrus breending: Citrus genetics, breeding and
biotechnology. editora. I. A. Khan. CAB International, Wallingford, UK. 2007. 8 p.

KULKARNI, A.; NIMBALKAR, V. V.; ZAMEERUDDIN, M.; KHAN, H. N.; BUNDEL, S.
S.; THOKE, S. Investigation of orange peel ethanolic extract as an anticataract agent. WPPS.
v. 7, p. 1025-1033. 2018.



54

KUROWSKA, E.M.; MANTHEY, J.A. Hypolipidemic effects and absorption of citrus
polymethoxylated flavones in hamsters with diet-induced hypercholesterolemia. Journal of
agricultural and food chemistry. v. 52, n 10, p.2879-2886, 2004.

LADANYIA, M. Citrus fruit: biology, technology and evaluation. 1. ed. San Diego:
Editora Academic press, 2018. 593 p.

LAMINE, M.; RAHALI, F.Z.; HAMMAMI, M.; MLIKI, A. Correlative metabolite profiling
approach to understand antioxidant and antimicrobial activities from citrus essential
oils. International Journal of Food Science & Technology. v. 54, n 8, p.2615-2623, 2019.

MACHADO, F. L.; KAISER C. R.; COSTA, S. S.; GESTINARI, L.M.; SOARES, A. R.
Atividade biologica de metabolitos secundarios de algas marinhas do género Laurencia.
Revista Brasileira de Farmacognosia. v. 20, p. 441-52, 2010.

MAGALHAES, W. L. E.; THA, E. L.; LEME, D.M. Método de determinacio de
concentragdes ndo citotoxicas para avaliacdo da capacidade protetora da lignina contra danos
ao DNA. Embrapa Florestas-Comunicado Técnico. n. 427, (INFOTECA-E). 2018.

MARIUTTIL L. R. B.; BRAGAGNOLO, N. Antioxidantes naturais da familia lamiaceae;
Aplicacdao em produtos alimenticios. Brazilian Journal of Food Technology. v. 10, n. 2, p.
96-103, 2007.

MARTINS, R. N.; BRENNAN, C. S.; FERNANDO, B.; BRENNAN, M. A.; FULLER, S. J.
Neurodegeneration and Alzheimer's disease: the role of diabetes, genetics, hormones,
and lifestyle. ed. 2019. John Wiley & Sons. 2019. 520 p.

MAURYA, 1. K.; PATHAK, S.; SHARMA, M.; SANWAL, H.; CHAUDHARY, P.; TUPE, S.;
DESHPANDE, M.; CHAUHAN, V. S.; PRASAD, R. Antifungal activity of novel synthetic
peptides by accumulation of reactive oxygen species (ROS) and disruption of cell wall
against Candida albicans. Peptides. v.32, p. 1732-1740, 2011.

MELOQO, C. M. T.; DA COSTA, L. A.; BONNAS, D. S.; CHANG, R. Compostos fenolicos e
capacidade antioxidante de pimenta capsicum chinense (bode), capsicum baccatum variedade

praetermissum (cumari) e capsicum frutescens (malagueta). Enciclopédia Biosfera. v. 7, n.
12, p. 1-6, 2011.

MENG, X.; FU, M.; WANG, S.; CHEN, W.; WANG, J.; ZHANG, N. Naringin ameliorates
memory deficits and exerts neuroprotective effects in a mouse model of Alzheimer's disease
by regulating multiple metabolic pathways. Molecular Medicine Reports. v. 23, n. 5, p.1-
13,2021.

MORLEY, K. L.; FERGUSON, P. J.; KOROPATNCIK, J. Tangeretin and nobiletin induce
G1 cell cycle arrest but not apoptosis in human breast and colon cancer cells. Cancer
Letters. v. 251, n. 1, p.168-178, 2007.

MOTA, W. M.; BARROS, M. L.; CUNHA, P. E. L.; SANTANA, M.V.A.; STEVAM, C. S.;
LEOPOLDO, P. T. G.; FERNANDES, R. P. M. Avalia¢ao da inibi¢do da acetilcolinesterase
por extratos de plantas medicinais. Revista brasileira de plantas medicinais. v. 14, p.624-
628, 2012.



55

MOURA, R. B.; AREAS, T. F. Laranja da terra: evidéncias cientificas para diferentes
aplicacdes terapé€uticas. Revista Fitos. v. 7, n. 2, p. 110-118, 2013.

NETO, J. X. S.; PEREIRA, M. L.; OLIVEIRA, J. T. A.; ROCHA-BEZERRA, L. C. B.;
LOPES, T. D. P.; COSTA, H. P. S.; SOUSA, D. O. B.; ROCHA, D. O. B.; GRANGEIRO,
T.B.; FREIRE, J. E. C.; MONTEIRO-MOREIRA, A. C. O.; LOBO, M. D. P.; BRILHANTE,
R.S.N.; VASCONCELOS, I. M. A chitin-binding protein purified from Moringa oleifera
seeds presents anticandidal activity by increasing cell membrane permeability and reactive
oxygen species production. Frontiers in Microbiology. v. 8, p. 1-12, 2017.

NG, K. P.; KUAN, C. S.; KAUR, H.; NA, S. L.; ATIYA, N.; VELAYUTHAN, R. D. Candida
species epidemiology 2000-2013: a laboratory-based report. Tropical Medicine &
International Health. v. 20, p. 1447-1453. 2015.

NIDHI, P.; ROLTA, R.; KUMAR, V.; DEV, K.; SOURIRAJAN, A. Synergistic potential of
Citrus aurantium L. essential oil with antibiotics against Candida albicans. Journal of
Ethnopharmacology. v. 262, n.113135, 2020.

NZUZA, S.; NDWANDWE, D. E.; & OWIRA, P. M. Naringin protects against HIV-1
protease inhibitors-induced pancreatic B-cell dysfunction and apoptosis. Molecular and
cellular endocrinology. v. 437, p. 1-10, 2016.

OLIVEIRA, G. L. S. Determinagao da capacidade antioxidante de produtos naturais in vitro
pelo método do DPPHe: estudo de revisao. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. v. 17,
n. 1, p. 36-44, 2015.

PAVIA, D. L.; LAMPMAN, G. M.; KRIZ, G. S.; VYVYAN, J. R. Introducio a
espectroscopia. 4. ed. Cengage Learning, 2010. 692 p.

PIRANI, J. R.; WANDERLEY, M. G. L.; SHEPHERD, G. J.; GIULIETTI, A. M.;
MELHEM, T. S. A.; BITTRCIH, V.; KAMEYAMA, C. Rutaceae. Flora fanerogamica do
Estado de Sao Paulo. vol. 2, p. 281-308, 2002.

PUTON, B. M. S.; BERNARDI, J. L.; ORO, C. E. D.; BOMBANA, V. B.; DARIFF, A. P,;
BECKER, J.; PAROUL, N.; CANSIAN, R. L. Concentracao inibitoria minima e atividade
antioxidante do extrato de Plectranthus ornatus codd. (lamiaceae) extraido por diferentes
solvents. Perspectiva. v. 42, n. 159, p. 109-118, 2018.

REGENTE, M.; TAVEIRA, G. B.; PINEDO, M.; ELIZALDE, M. M.; TICCHIL, A. J.; DIZ,
M. S. S.; CARVALHO, A. O.; DE LA CANAL, L.; GOMES, V. M. A sunflower lectin with
antifungal properties and putative medical mycology applications. Current Microbiology. v.
69, p. 88-95,2014.

RHEE, I. K.; VAN DE MEENT, M.; INGKANINAN, K.; VERPOORTE, R. Screening for
acetylcholinesterase inhibitors from Amaryllidaceae using silica gel thin-layer
chromatography in combination with bioactivity staining. Journal of Chromatography. v.
915, p. 217-23,2001.

RIAZ, T.; ABBASI, M.A.; SHAHZADI, T.; KHAN, K. M.; ASHRAF, M.; EJAZ, S.A.
Synthesis of Some 4'-O Substituted Derivatives of Natural Naringin and Their Biological



56

Screening. Asian Journal of Chemistry. v. 25, n. 4, p. 1927-1933,
2013.

SAKAGUCHI, R. L.; POWERS, J.M. Craig's restorative dental materials. 13. ed.
Filadélfia; Editora Elsevier Mosby, 2012. 416 p.

SANCHEZ MORENO, C. Review: Methods used to evaluate the free radical scavenging
activity in foods and biological systems. Food Science and Technology International. v. 8,
n. 3, p.121-137, 2002.

SILVA, F. F. M. D. Processos biocataliticos utilizando a casca da laranja da terra (Citrus
aurantium L.). 2012. Dissertacao (Mestrado em Quimica (Quimica Organica)).
Universidade Federal do Ceara, Ceara, 2012.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J. Identificacdo espectrométrica de
compostos organicos. 7. ed. Rio de Janeiro, Editora LTC, 2007. 490 p.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMAN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTEZ, L. A ;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Porto Alegre:
Editora da UFRGS; Floriandpolis: Editora da UFSC, 2007. 1102 p.

Sociedade brasileira de dermatologia (SBD). Doengas e problemas (Mioses). Disponivel em:
https://www.sbd.org.br/dermatologia/pele/doencas-e-problemas/mClose/14/. Acessado em:
17 de set. de 2021.

SOMANATHAN, K. R.; SUKHDEDO, S. V.; MADHUGIRI, L. S.; MYSURU N. S. Efficacy
of Citrus maxima fruit segment supplemented paranthas in STZ induced diabetic
rats. Journal of Food Science. v. 86, n.5, p. 2091-2102, 2021.

SUCUPIRA, N. R.; DA SILVA, A. B.; PEREIRA, G. e DA COSTA, J. N. Métodos para
determinac¢do da atividade antioxidante de frutos. Journal of Health Sciences. v. 14, n. 4, p.
263-269, 2012.

SUNTAR, I.; KHAN, H.; PATEL, S.; CELANO, R.; RASTRELLI, L. An overview on Citrus
aurantium L.: Its functions as food ingredient and therapeutic agente. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity. v. 2018, 2018. 12 p.

TEIXEIRA, A. C. C. Efeitos Monoterpendides Limoneno, Carveol e Alcool Perilico no
Musculo Liso Vascular. 2013. Dissertagdo (Mestrado Académico em Ciéncias Fisiologicas)
- Universidade Estadual do Ceara, 2013.

USDA/FAS (Foreign Agricultural Services). Citrus: World markets and trade. Disponivel em:
https://apps.fas.usda.gov/PSDOnline/CircularDownloader.ashx?year=202 1 &month=02&com
modity=Citr us. Acessado em: 27 Fev. 2021.

USDA/FAS (Foreign Agricultural Services). Citrus: World markets and trade. Disponivel em:
https://apps.fas.usda.gov/PSDOnline/CircularDownloader.ashx?year=2019&month=12&com
modity=Citr us. Acessado em: 26 Fev. 2021.

WANG, K; JIA, F.; DANG, W.; ZHAO, Y.; ZHU, R.; SUN, M.; QIU, S.; AN, X.; MA, Z.;


https://www.sbd.org.br/dermatologia/pele/doencas-e-problemas/micose/14/

57

ZHU, Y.; YAN, J.; Antifungal effect and action mechanism of antimicrobial peptide polybia-
CP. Journal of Peptide Science. v. 22, n. 1, p.28-35, 2016.

World Health Organization, (WHO). Health topCls (Cancer). Disponivel em:
< https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer>. Acessado em: 19 Jul. 2021.

World Health Organization, (WHO). Health topics (Dementia). Disponivel em:
<https://www.who.int/health-topCls/dementia#tab=tab 1>. Acessado em 30 Jul. 2021.

YU, L.; CHEN, M.; LIU, J.; HUANG, X.; HE, W.; QING, Z.; ZENG, J. Systematics
detection and identification of bioactive ingredients from Citrus aurantium L. var. amara
using HPLC-Q-TOF-MS combined with a screening Method. Molecules. v. 25, n. 2, p. 357,
2020.

ZHOU, J.; XIA, L.; ZHANG, Y. Naringin inhibits thyroid cancer cell proliferation and
induces cell apoptosis through repressing PI3K/AKT pathway. Pathology Research and
Practice, v. 215, n. 12, p. 152707, 2019.


https://www.who.int/health-topics
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer
https://www.who.int/health-topics
https://www.who.int/health-topics/dementia#tab=tab_1

