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Extrac&o do Oleo de lavanda e avaliacdo de sua atividade
citotoxica/antitumoral

Lavender oil extraction and evaluation of its cytotoxic/antitumor
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RESUMO

Oriunda do Mediterraneo, a Lavandula dentata é a espécie que melhor se adapta ao clima brasileiro e seu
extrato vem sendo amplamente utilizado devido as suas propriedades terapéuticas. O objetivo deste trabalho
foi produzir o 6leo da lavanda por meio de uma hidrodestilacdo e extragéo por fluido supercritico, quantificar
0s extratos quanto aos compostos bioativos e avaliar os efeitos citotoxicos/antitumorais dos extratos em
linhagem celular tumoral hepéatica humana Huh7.5, pelo teste do MTT. O extrato hidrodestilado apresentou
rendimento de 0,96%, 74,97+10,22 mgEAG g de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante (ICsp) de
19,86 mg mL-1, 24,09+3,05 pg g de carotenoides totais e atividade citotoxica/antitumoral para a maioria das
concentra¢des acima de 200 pg mL-1, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. O extrato supercritico apresentou
rendimento de 1,68%, 161,32+34,75 mgEAG g de compostos fendlicos totais, ICso de 13,70 mg mL?,
377,27+12,06 pg g' de carotenoides totais e atividade citotoxica/antitumoral para a maioria das
concentracdes acima de 50 ug mL-1, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os dados séo promissores na utilizagao
do extrato de lavanda com elevada quantidade de compostos bioativos e atividade anticancer.
PALAVRAS-CHAVE: Cancer; Extracdo supercritica; Hidrodestilacdo; Lavandula.

ABSTRACT

Originating in the Mediterranean, Lavandula dentata is the species that best adapts to the Brazilian climate
and its extract has been widely used due to its therapeutic properties. The objective of this work was to produce
lavender oil by means of hydrodistillation and extraction by supercritical fluid, to quantify the extracts for
bioactive compounds and to evaluate the cytotoxic/antitumor effects of the extracts in human hepatic tumor
cell line Huh7.5, by the MTT test. The hydrodistilled extract presented yield of 0.96%, 74.97+10.22 mgEAG g
1 of total phenolic compounds, antioxidant activity (ICso) of 19.86 mg mL"1, 24.09+3.05 ug g of total
carotenoids and cytotoxic/antitumor activity for most concentrations above 200 pg mL-, at 24, 48 and 72 hours.
The supercritical extract presented yield of 1.68%, 161.32+34.75 mgEAG g-! of total phenolic compounds, ICso
of 13.70 mg mL1, 377.27+12.06 pg g* of total carotenoids and cytotoxic/antitumor activity for most
concentrations above 50 ug mL* at 24, 48 and 72 hours. The data are promising in the use of lavender extract
with high number of bioactive compounds and anticancer activity.
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INTRODUCAO

Atualmente, o cancer € a principal causa de morte no mundo e estima-se um
crescimento mundial rapido da doenca para as proximas décadas, formando uma barreira
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no aumento da expectativa de vida populacional (SUNG et al., 2021). O Instituto Nacional
do Céancer estimou que, dentre a populacdo brasileira, ocorram cerca de 704 mil novos
casos da doenca para cada ano durante o triénio de 2023-2025, sendo o cancer de mama,
préstata, pulméo e estbmago os principais tipos da doenca (INCA, 2022).

A utilizacdo das plantas para fins medicinais existe ha diversas civilizacbes e, com o
avanco cientifico, tornou-se ampla a sua utilizacdo no tratamento de doencas, incluindo o
cancer. O uso de plantas é considerado um método alternativo e/ou complementar em
relacdo as praticas convencionais, para tanto, passou por um processo regulamentar para
normalizar a pratica e garantir sua seguranca e eficacia (ZARDETO-SABEC et al., 2019).

A Lavandula sp., € um género pertencente a familia Lamiaceae (FAHMY et al.,
2022), planta oriunda do Mediterraneo (MARTINS et al., 2019), seu extrato € conhecido por
seus compostos aromaticos e propriedades terapéuticas que caracterizam acgdes
analgésicas, sedativas, antioxidantes, entre outras (FELL et al., 2021). No Brasil, a espécie
gue contém melhor adaptacéo ao clima é a Lavandula dentata (FIGUEIREDO et al., 2021).

Com a biotecnologia, tornou-se possivel a analise do comportamento das células
vivas de um determinado tecido, animal e vegetal in vitro. Logo, técnicas de cultivo
permitem a avaliacdo das células cancerigenas quanto a atividade citotéxica/antitumoral
pelo teste do MTT, que analisa a proliferacdo e citotoxicidade no produto (MOSMANN,
1983).

Assim, o objetivo do presente estudo foi produzir e caracterizar o extrato da flor da
Lavandula dentata e avaliar os efeitos citotoxicos/antitumorais dos compostos extraidos.

MATERIAIS E METODOS

PREPARO DOS EXTRATOS

As flores da espécie L. dentata foram disponibilizadas pelo Lavandario Alfazenda
Brasil localizado em Toledo — Parand. A extracdo de seus compostos ocorreu por meio de
hidrodestilacéo, via Clevenger, e por extracdo com fluido supercritico.

O procedimento de hidrodestilacéo foi realizado em duplicata, em que as flores secas
da lavanda foram imersas em 1 L de 4gua destilada, em condi¢des operacionais de pressao
atmosférica e temperatura de ebulicdo do solvente, durante 3 horas, segundo El-Abdali et
al. (2023). Para a producao do extrato supercritico, as flores foram secas para conter até
18% de umidade, para que a agua ndo seja arrastada durante a extracdo, competindo com
0 CO:2 pelos solutos. Posteriormente, as flores foram moidas para obtengéo de particulas
uniformes que permitem uma maior transferéncia de massa. O equipamento Spe-ed SFE
foi ajustado em condicdes operacionais de 180 bar, 40 °C a uma vazdo de 1,06*10* kg s*
de CO2 em fase estatica e dinamica, segundo Tyskiewicz et al. (2019) com modificagdes,
o procedimento foi realizado em triplicata com a utilizagcdo do LASEFI na UNICAMP.

A quantificagcdo dos compostos bioativos presente nos extratos ocorreram por
analise colorimétrica de absorbancia em espectrofotdmetro UV-Vis, segundo a metodologia
proposta por Singleton et al. (1999) para os compostos fendlicos totais. Também foram
utilizadas as metodologias de Brand-Willians et al. (1995), com modificacdes, para a
atividade antioxidante dos extratos em ICso (quantidade de amostra necesséria para reduzir
em 50% a concentracao inicial de DPPH), e a metodologia de Rodriguez-Amaya (2001)
para a quantificacdo dos carotenoides totais.
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ATIVIDADE CITOTOXICA

A linhagem celular tumoral hepatica humana (Huh7.5) foi cultivada em frascos de
cultura celular de 25 cm?, contendo 10 mL de meio de cultura DMEM, suplementado com
15% de soro bovino fetal, e incubados em estufa de circulacéo de ar em condi¢do padrao
de 37 °C com 95% de ar umidificado e 5% de COs..

Para avaliagdo da atividade citotoxica/antitumoral usou-se o reagente MTT, como
descrito por Mosmann (1983), com modificagdes. Utilizou-se placas de 96 pocos, contendo
células tumorais hepaticas humanas semeadas a 1x10* por poco, com a adeséo das células
apos 24 horas, o meio dos pocos foi descartado para adicdo de 100 uL do novo meio
contendo o tratamento, formado pelo controle negativo (meio de cultivo suplementado),
agente citotéxico metil metanossulfonato (MMS — 500 uM) como controle positivo, 0
controle de solvente, e as diferentes concentracdes dos extratos da lavanda (5, 10, 50, 100,
200, 300, 400, 500 e 1000 ug do extrato por mL de meio de cultura).

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas. Apos este periodo, o meio foi
descartado para adicdo de 100 uL contendo 0,167 mg mL? do concentrado de MTT e
novamente incubados por 4 horas. Apds esta incubacdo, o meio contendo MTT foi
descartado para adicdo de 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizar os cristais
de formazan. Por fim, a absorbéncia foi medida por uma leitora de microplacas a 492 nm,
utilizando o espectrofotémetro UV-Vis.

As andlises do teste foram apresentadas como média e desvio padrdo das
absorbancias, submetidas a anélise de variancia (one way ANOVA), seguida do teste de
Dunnet (p<0,05), com o uso do software Action Stat. Os valores percentuais de viabilidade
celular foram estimados pela razéo entre a absorbancia do tratamento e a absorbancia do
controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A extracdo por hidrodestilacdo permitiu que os compostos volateis da L. dentata
fossem arrastados com a ebulicdo do solvente e se acumulassem na superficie da agua.
Este procedimento obteve um rendimento médio de 0,96+0,04%.

Para a extracdo supercritica, as flores da lavanda obtiveram umidade de 11,1+0,14%
em base Umida. As particulas das flores apresentaram um didmetro maior que 1 mm
(74,21%), diametro de particulas grandes, que garantiram a baixa presenca de po (finos)
no leito de extracdo. O rendimento médio para este procedimento resultou em 1,68+0,04%.

O teor de compostos fendlicos totais para os extratos hidrodestilado e supercritico
da lavanda foram, respectivamente, de 74,97+10,22 e 161,32+34,75 mgEAG g lextrawo. OS
compostos fenodlicos desencadeiam ac¢des antioxidantes, pois sdo capazes de retardar ou
inibir a oxidacdo das moléculas geradas no metabolismo, neutralizando os radicais livres
(REFOSCO et al., 2019). Assim, os antioxidantes do extrato hidrodestilado e supercritico
apresentaram valores de ICso respectivos de 19,86 mg mL* e 13,70 mg mL. Devido aos
metabolitos secundarios, as plantas sdo ricas em antioxidantes que podem
controlar/neutralizar os radicais livres no organismo humano (EL-ABDALI et al., 2022).

A guantificacéo dos carotenoides totais no extrato hidrodestilado e supercritico foram
respectivamente de 24,09+3,05 e 377,27+12,06 ug ut. Foi notdrio por meio da coloracgéo
apresentada do extrato supercritico, que este apresenta maiores quantidade de
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carotenoides, resultado que estd interligado a atividade antioxidante (MENDOZA-
POUDEREUX et al., 2015).

Os resultados para a atividade citotoxica/antitumoral dos extratos produzidos da L.
dentata para a linhagem celular tumoral hepatica humana estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Absorbancia média e desvio-padrédo de células tumorais hepaticas humanas
Huh7.5 tratadas por 24, 48 e 72 horas com as concentracdes (ug mL™) do extrato hidrodestilado (A) e
supercritico (B) da L. dentata
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CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo; CS: Controle solvente; 1x104 células por poco.
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023).

Para o extrato hidrodestilado da lavanda (Figura 1 — A) a analise estatistica
demonstrou que nos tempos de 24, 48 e 72 horas as concentragdes de 200 e 1000 pg mL-
1 apresentaram absorbancias médias inferiores a do controle negativo, com viabilidades
celulares na faixa de 41,49% e 21,65%, indicando citotoxicidade e presenca de atividade
antitumoral. No tempo de 24 e 48 horas, a concentragdo de 400 pg mL? também
apresentou efeito citotoxico para a linhagem celular Huh7.5 e viabilidades celulares de
75,38% e 68,28%, respectivamente. Enquanto isso, no tempo de 48 horas, a concentracao
de 500 pug mL* também apresentou citotoxicidade, com viabilidade celular de 69,42%.

Para o extrato supercritico da lavanda (Figura 1 — B) a andlise estatistica demonstrou
que para os tempos de 24, 48 e 72 horas, as concentracGes de 200 a 1000 pug mL?
apresentaram absorbancias médias inferiores a do controle negativo, com viabilidades
celulares na faixa de 74,58% e 21,29%. Para o tempo de 48 e 72 horas, as concentra¢des
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de 50 e 100 pug mL?! também apresentaram efeito antiproliferativo, com viabilidades
celulares que variaram de 85,27% e 56,64%. Para o tempo de 48 horas, a concentracdo de
5 ug mL* também apresentou citotoxicidade, com viabilidade celular de 75,63%. De acordo
com os resultados obtidos nota-se que ao aumentar a dose do tratamento, maior toxicidade
obteve-se nas células, bem como ao decorrer do tempo, maior nimero de concentracdes
apresentaram citotoxicidade.

CONCLUSAO

O estudo apresentou resultados esperados para a extracao dos compostos volateis
da L. dentata e resultados promissores quanto a alta capacidade antioxidante, destacando
0 extrato supercritico com maior rendimento e compostos bioativos. A avaliagdo da
atividade citotoxica do extrato da L. dentata demostrou ser promissora aplicada na linhagem
celular tumoral hepatica Huh7.5, pois houve inducéo de sua morte celular de acordo com a
dose aplicada e tempo de exposicdo. Este efeito foi mais evidente com a aplicacdo do
extrato supercritico, por apresentar efeito citotoxico em dose menores e em diferentes
tempos de exposicéao.
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