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Resumo 
Introdução: óleos essenciais são muito utilizados para fins terapêuticos e nas últimas décadas esse interesse tem aumentado 
exponencialmente devido aos avanços nas terapias naturais. Neste contexto, destaca-se o óleo essencial do limão Taiti, um produto 
com grande potencial terapêutico e farmacológico. Objetivo: este trabalho objetivou avaliar o efeito carcinogênico e anticarcinogênico 
do limão Taiti (Citrus latifolia), por meio do teste para detecção de clones de tumores epiteliais em células somáticas de Drosophila 
melanogaster. Metodologia: larvas de terceiro estágio, do cruzamento entre fêmeas virgens wts/TM3, Sb1 com machos mwh/mwh, 
foram tratadas cronicamente com diferentes concentrações do óleo essencial do limão Taiti (1,5; 3,0; 6,0 µL) isoladamente e associadas 
à doxorrubicina (DXR), também foram incluídos dois controles, um negativo (Tween 80 1%) e um positivo (DXR 0,4 mM). Resultados: 
os resultados revelaram que os indivíduos tratados apenas com as concentrações isoladas do óleo essencial do limão Taiti não 
apresentaram frequências significativas de tumores quando comparadas ao controle negativo (p>0,05). Contudo, as concentrações 
associadas apresentaram efeito modulador sobre os danos induzidos pela DXR, pois houve redução significativa (p<0,05) na frequência 
de tumores, quando comparadas ao controle positivo. Conclusão: o presente trabalho, em condição experimental, atesta que o óleo 
essencial de limão Taiti (Citrus latifolia) não apresenta ação carcinogênica e sim ação anticarcinogênica em Drosophila melanogaster.
Palavras-chave: Antioxidante. Citrus. Neoplasias.

Abstract
 
Introduction: essential oils are widely used for therapeutic purposes and in recent decades this interest has increased exponentially 
due to advances in natural therapies. In this context, the essential oil of lemon Taiti stands out, a product with great therapeutic and 
pharmacological potential. Objective: this study aimed to evaluate the carcinogenic and anticarcinogenic effect of Tahiti lemon (Citrus 
latifolia) by testing for clones of epithelial tumors in Drosophila melanogaster somatic cells. Methodology: third stage larvae from 
crossbreeding wts / TM3, Sb1 virgin females with mwh / mwh males were chronically treated with different concentrations of Taiti 
lemon essential oil (1.5; 3.0; 6.0 µL) alone and doxorubicin-associated (DXR), two controls were also included, one negative (Tween 
80 1%) and one positive (0.4 mM DXR). Results: the results revealed that the individuals treated only with the isolated concentrations 
of Taiti lemon essential oil did not present significant tumor frequencies when compared to the negative control (p> 0.05). However, 
the associated concentrations had a modulating effect on DXR-induced damage, since there was a significant reduction (p <0.05) in 
the frequency of tumors when compared to the positive control. Conclusion: the present work, under experimental condition, attests 
that Taiti lemon essential oil (Citrus latifolia) did not show carcinogenic action but anticarcinogenic action in Drosophila melanogaster.
Keywords: Antioxidant. Citrus. Neoplasias.

INTRODUÇÃO
O limão Taiti, é um fruto de origem tropical, de ex-

ploração econômica relativamente recente. No contexto 
mundial, os principais produtores são o México, Estados 
Unidos, Egito, Índia, Peru e Brasil. O Brasil se destaca 
como o segundo maior produtor de frutos cítricos e o 
maior exportador de sucos cítricos, tendo o limão Taiti 

como um dos seus frutos de maior relevância comercial. 
(COELHO, 1993).

O peso do fruto do limão Taiti em média é de 170 
g, sendo a casca geralmente fina, com superfície lisa e 
cor amarelo pálido na etapa de maturação. É composta 
de duas frações distintas: o epicarpo e o mesocarpo, os 
quais são facilmente separáveis da polpa, que correspon-
de à fração comestível do fruto. No epicarpo ou casca, 
encontram-se substâncias químicas como os carotenoi-
des, vitaminas e óleo essencial (MENDONÇA et al., 2006).

As frutas cítricas possuem altas concentrações de 
óleo essencial presentes em glândulas localizadas na 
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superfície da casca da fruta o qual podem ser removidos 
por diferentes métodos de extração, como hidrodestilação 
ou destilação por arraste de vapor, extração por solvente, 
prensagem a frio e extração supercrítica (FIGUEIREDO, 
2010). É comum o uso deste óleo por indústrias de be-
bidas, refrigerantes, cosméticos, essências aromáticas, 
culinárias, entre outras (GRASSI FILHO et al., 2005). 

Além da indústria, o óleo essencial das frutas cítricas 
tem sido utilizado para fins terapêuticos. O crescimento 
do uso de terapias naturais no tratamento de várias doen-
ças agudas e crônicas tem ocorrido de forma paralela ao 
progresso científico e tecnológico da medicina moderna 
ocidental, despertando, assim, o interesse de usuários, 
pesquisadores, profissionais e gestores de serviços de 
saúde (SPADACIO et al., 2010). As terapias naturais se 
configuram como opções para o cuidado à saúde, enquan-
to práticas terapêuticas, evidencia o amplo uso dessas 
terapias em alguns casos específicos como, por exemplo, 
para o câncer (SPADACIO; BARROS, 2008).

Silveira et al. (2008) confirmam que nas últimas 
décadas houve um aumento significativo do interesse 
pelas terapias naturais. Dentre os produtos naturais em-
pregados em abordagens terapêuticas, o óleo essencial do 
limão Taiti, é descrito como produto com grande potencial 
terapêutico e farmacológico (EDRIS, 2007).

Como se trata de um composto muito utilizado 
pela população, o desenvolvimento de pesquisas que 
avaliem os seus efeitos moleculares é necessário. Neste 
caso ressalta-se, dentre outros, os possíveis efeitos na 
carcinogenicidade e anticarcinogenicidade, para tanto 
é relevante destacar o teste para detecção de clones 
de tumores epiteliais (ETT – Epithelial  Tumor Test) em 
Drosophila melanogaster.

MATERIAIS E MÉTODOS

AGENTES QUÍMICOS

Doxorrubicina (DXR)
O cloridrato de doxorrubicina (DXR), um agente quí-

mico de ação citotóxica, foi utilizado neste estudo como 
controle positivo a uma concentração de 0,4 mM, prepara-
da a partir da adição de 0,03538g de doxorrubicina em 25 
mL de tween 80 a 1%. Comercializado como Adriblastina® 

RD, lote 5PL5111, CAS 25316-40-9, fabricado e embalado 
por Actavis Italy S. p. A. – Nerviano, Milão – Itália. Regis-
trado, importado e distribuído por: Laboratórios Pfizer 
LTDA – Av. Presidente Tancredo de Almeida Neves, nº 
1555 – Guarulhos – SP. 

Cada frasco-ampola contém 50mg de pó liofilizado 
para uso injetável. Seu uso é restrito a hospitais e a 
venda é feita sob prescrição médica. O produto deve 
ser armazenado em temperatura ambiente (entre 15 e  
30oC), protegido da luz.

Óleo essencial do limão Taiti
Adquirido comercialmente, o óleo essencial da 

casca do limão Taiti foi produzido pela Phytotrata Cos-
mético Ltda. Guarulhos – SP, Rua Cavadas, 1744, CNPJ: 
05.978.781/0001-07, lote POLT17.03, Reg. MS 2.03883-7. 
Res. Anvisa nº 343/05. Responsável técnico: Mirian Porses 
Prates, CRQ-SP 04142888. O óleo foi diluído em Tween 
80 a 1% para obter as três concentrações 1,5; 3,0 e 6,0 
µL usadas no experimento. 

Tween
O Tween 80 ou polissorbato 80 (C64H124O26) é um 

surfactante não-iônico utilizado para emulsificar óleo 
em água (FENG et al., 2006), utilizado largamente em 
preparações farmacológicas, como aditivo alimentar e 
como emulsificante, estabilizador ou dispersante (DAHER; 
BAROODY; HOWLAND, 2003). Logo, o tween 80 foi utili-
zado neste estudo para diluir o óleo essencial do limão 
Taiti a uma concentração de 1%.

TESTES PARA DETECÇÃO DE CLONES DE TUMORES 
EPITELIAIS (ETT – Epithelial Tumor Test) EM Drosophila 
melanogaster

Linhagens estoque
No teste para a detecção de clones de tumor epitelial 

(ETT) em D. melanogaster, foram utilizadas duas linhagens 
mutantes, a wts e a mwh, portadoras dos marcadores 
genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs (mwh, 3 
– 0,3). As linhagens estoque são cultivadas no Laboratório 
de Citogenética e Mutagênese do Centro Universitário de 
Patos de Minas (UNIPAM), Patos de Minas-MG, em fras-
cos de ¼ de litro contendo meio de cultura próprio para 
D. melanogaster composto por 820 mL de água, 25g de 
fermento biológico fresco (Sacchoromyces cerevisae), 11g 
de ágar, 156g de banana madura e 1g de metilparabeno.

As condições propícias para manutenção das linha-
gens de D. melanogaster ocorrem por meio da conserva-
ção destas no interior de uma incubadora B.O.D. 411 D, 
em temperatura de, aproximadamente, 25° C e umidade 
em torno de 60%.

Cruzamentos e Tratamento
Para a realização da pesquisa foi feito o cruzamento 

entre fêmeas virgens de wts/TM3, Sb1 com machos mwh/
mwh. A postura dos ovos descendentes deste cruzamento 
ocorreu por um período de 8 horas em frascos contendo 
meio próprio para postura, este meio contém ágar bac-
teriológico, água, banana nanica, nipagim e fermento 
biológico fresco. A coleta das larvas de terceiro de estágio, 
resultantes da eclosão dos ovos, ocorreu por meio de uma 
peneira de malha fina e água de osmose reversa. 

Para o tratamento crônico, aproximadamente, 48 ho-
ras, as larvas de 3º estágio foram transferidas para frascos 
de vidro, contendo 1,5g de purê de batatas umedecidos 
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com 5 mL das diferentes concentrações do óleo essencial 
do limão Taiti (1,5; 3,0; 6,0 µL), isoladas e associadas ao 
quimioterápico doxorrubicina (DXR 0,4 mM). Para contro-
le positivo utilizou-se DXR 0,4 mM e para controle negativo 
o solvente Tween 80 a 1% e água de osmose reversa.

Análise das moscas
Decorridos o período de metamorfose, procedeu-se 

com as coletas das moscas, as quais foram preservadas 
em etanol (C2H6O) 70% para posterior análise.

As moscas portadoras do genótipo wts+/+mhw, 
foram separadas e identificadas pela presença de pelos 
fenotipicamente selvagens (longos e finos). As moscas 
adultas que apresentarem pelos curtos e grossos foram 
descartadas, uma vez que não possuem o gene em estudo 
(TM3, Sb1/mwh). 

A análise foi realizada com auxílio de lupa estereos-
cópica, placa escavada e glicerina (C3H8O3) para permitir a 
contagem de tumores presentes no corpo da Drosophila. 
Os resultados foram tabulados em um diagrama padrão 

expressando os números de tumores encontrados em 
diferentes seguimentos, como cabeça, olhos, corpo, asas, 
pernas e halteres.

As diferenças estatísticas, entre a frequência de tu-
mor das concentrações testadas e os controles (positivo 
e negativo), foram calculadas utilizando o teste U, não 
paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o nível de 
significância p < 0,05.

RESULTADOS 
A presente pesquisa fez uso do teste ETT para avaliar 

o possível efeito carcinogênico e anticarcinogênico do óleo 
essencial do limão Taiti em Drosophila melanogaster. As 
larvas de terceiro estágio foram tratadas com diferentes 
concentrações do óleo essencial. Inicialmente foi realizada 
a separação dos indivíduos, levando em consideração o fe-
nótipo. Os indivíduos adultos portadores de pelos longos e 
finos foram analisados quanto a presença de tumor, visto 
que estes são detentores do gene wts, já os indivíduos 
com pelos curtos e grossos foram descartados (Figura 1). 

Figura 1 – (A) Mosca com pelos curtos e grossos – descartadas; (B) Mosca de pelos longos e finos com presença de tumor no tórax. 

Fonte: Arquivo pessoal. 28 set. 2017.

Após a separação das moscas levando em consi-
deração o fenótipo, foi realizada a análise individual de 
cada indivíduo, para quantificar o número de tumores. 

Foram analisadas 150 moscas de cada concentração, e 
os resultados dessa análise foram agrupados na Tabela 1.

Tabela 1 – Frequência de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor 
wts, tratada com diferentes concentrações do óleo essencial do limão Taiti, isoladas ou associadas ao quimioterápico doxorrubicina 
(DXR 0,4 mM).

Tratamentos
Número 

de moscas 
analisadas

Número de tumores analisados
Frequência (Nº 

de tumores/ 
mosca)

Limão 
Taiti
(µL)

DXR
(mM)

Tween 
80 Olho Cabeça Asa Corpo Perna Halteres Total

0 0 1% 150 0 5 2 3 0 0 10 0,07
0 0 0 150 0 6 2 5 0 0 13 0,09
0 0,4 0 150 50 237 638 542 778 104 2349 15,66 *

1,5 0 0 150 2 3 3 5 1 0 14 0,09
3,0 0 0 150 0 3 5 3 0 0 11 0,07
6,0 0 0 150 3 6 4 1 1 0 15 0,1
1,5 0,4 0 150 0 5 7 9 1 0 22 0,15 **
3,0 0,4 0 150 0 8 2 11 3 0 24 0,16**
6,0 0,4 0 150 0 7 6 13 3 0 29 0,19**
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Diagnóstico estatístico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nível de significância p ≤ 0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).
** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4mM) (p < 0,05).
DXR, doxorrubicina.

Fonte: Autoria própria

Conforme apresentado na Tabela 1, o controle 
negativo utilizado no experimento foi tween 80 a 1 %. 
Para confirmar que o Tween 80 1% não influenciaria os 
resultados da pesquisa, foi feito um controle usando água 
de osmose reversa e ao compará-los é possível notar que 
não houve diferença estatisticamente significativas entre 
ambos. Contudo, ao comparar a frequência de tumores 
(15,66) encontrada no controle positivo (DXR 0,4 mM) 
com o controle negativo (Tween 80 1%), verifica-se uma 
diferença estatisticamente significativa (p < 0,05), indi-
cando que DXR é um indutor de tumor.

A Tabela 1, também apresenta a frequência de tumo-
res encontrados nos diferentes segmentos do corpo das 
D. melanogaster tratadas com concentrações isoladas do 
óleo essencial do limão Taiti (1,5; 3,0; 6,0 µL). Os resulta-
dos dessa análise mostram que as frequências de tumores 
encontradas nestas concentrações não apresentaram 
resultado significativo (p > 0,05) quando comparadas 
ao controle negativo, evidenciando ausência de efeito 
carcinogênico. 

Já os resultados dos indivíduos tratados com concen-
trações do óleo essencial do limão Taiti associadas a DXR 
(Tabela 1) é possível observar uma redução significativa 
na frequência de tumores (p< 0,05), quando comparadas 
ao controle positivo (15,66 tumores por mosca). Essa re-
dução na frequência de tumores pode ser observada nas 
três concentrações testadas (0,15 tumores em 1,5 µL, 0,16 
tumores em 3,0 µL e 0,19 tumores em 6,0 µL), indicando 
efeito modulador do óleo essencial do limão Taiti, capaz 
de reduzir os danos induzidos pela DXR. 

DISCUSSÃO
O solvente utilizado na diluição do óleo essencial do 

limão Taiti foi o Tween 80 na concentração de 1%, mesmo 
sendo uma substância química, na concentração utilizada 
não é capaz de causar alterações no experimento, visto 
que as frequências de tumores entre Tween e água não 
foram significativas. Esse resultado corrobora com os re-
sultados de Silva (2016), que ao testar a toxicidade de dife-
rentes solventes e surfactantes em Musca domestica L., da 
mesma ordem da D. melanogaster, o autor verificou que o 
surfactante Tween 80, quando utilizado em concentrações 
menores que 5% não é capaz de influenciar os resultados. 
Deste modo, a concentração do Tween 80 utilizada neste 
estudo foi segura. Em adição, é possível notar que as três 
concentrações testadas do óleo essencial do limão Taiti 
apresentaram frequências de tumores muito próximas 
aos valores do controle negativo, evidenciando, ausência 
de efeito carcinogênico.

Neste contexto, Fonseca (2008) desenvolveu um 
trabalho que avaliava potencial toxicogenético e quimio-
protetor do óleo essencial das cascas de Citrus aurantium 
L. in vivo. O autor aplicou o teste do micronúcleo em 
reticulócitos de roedores e verificou a ausência de efeito 
nos três níveis de doses avaliadas, inclusive na dose te-
rapêutica eficaz nos modelos de avaliação de atividade 
gastroprotetora. De acordo com autor, a ausência de 
mutagenicidade se deve ao fato de que o óleo essencial 
usado tem como predomínio o limoneno, um composto 
terpênico. O autor aplicou, também, o teste do cometa 
sobre o DNA de células da mucosa gástrica de roedores, 
capaz de detectar baixos níveis de toxicidade de compos-
tos em diferentes tecidos. Os resultados do teste cometa 
revelaram que concentrações menores que 2500 mg/kg 
do composto testado não apresentaram efeito genotóxi-
co. Logo, a ausência de mutagenicidade e genotoxicidade 
de óleo essencial dos Citrus, pode justificar a ausência de 
efeito carcinogênico na presente pesquisa. 

Em relação ao controle positivo, foi utilizado o qui-
mioterápico DXR devido a sua ação indutora tumoral com-
provada por outras pesquisas que também utilizaram a 
Drosophila como organismo teste (ORSOLIN; NEPOMUCE-
NO, 2015; MACHADO; NEPOMUCENO, 2010). Para Alves 
e Nepomuceno (2012) a doxorrubicina, classificada como 
potente antineoplásico, tem como função modificar o 
DNA das células neoplásicas, consequentemente, células 
saudáveis também sofrem alterações, assim dependendo 
da concentração e da intensidade das alterações, a DXR 
pode induzir a formação de tumores.

Diante do efeito de indução tumoral da DXR, dife-
rentes concentrações do óleo essencial do limão Taiti 
foram associadas ao quimioterápico. E os resultados 
dessa associação comprovaram que o limão Taiti possui 
efeito modulador, capaz de modificar a resposta da DXR 
reduzindo seus efeitos. Portanto, este óleo essencial, nas 
presentes condições experimentais, apresentou ação 
anticarcinogênica, eficiente na redução da frequência de 
tumores induzidos pela DXR. E de maneira discreta, se vê 
que à medida que as concentrações foram aumentadas, a 
presença dos tumores diminuiu, revelando a importância 
das concentrações usadas para a inibição dos tumores.

Os óleos essenciais de frutas cítricas são compostos 
ricos em hidrocarbonetos, compostos oxigenados e não-
-voláteis, incluindo terpenos, sesquiterpenos, aldeídos, 
álcoois, ésteres e esteróis. (BEN HSOUNA et al., 2017). 
Estes compostos presentes nos cítricos podem agir como 
redutores, interruptores de radicais livres, inibidores ou 
supressores de oxigênio e inativadores de metais pró-
-oxidantes (LUZIA; JORGE, 2010). Este pode ter sido um 
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dos mecanismos pelos quais houve redução na frequência 
de tumores, visto que a DXR é um potente gerador de ra-
dicais livres, pois a mesma inibiu a topoisomerase II, uma 
enzima de grande relevância no processo de replicação do 
DNA. E em função de seu grupo quinona, geram radicais 
livres em tecidos normais e malignos (MOURA, 2011).

Para Maróstica Júnior (2006), o limoneno apresenta 
evidente efeito quimiopreventivo durante a fase inicial de 
carcinomas induzidos em ratos com 7-12-dimetilbenzo-
-antraceno (DMBA) e durante a fase de indução de 
carcinomas com DMBA e nitrosometiluréia (NMU). O 
limoneno e álcool perílico presente no óleo essencial 
mostrou possuir atividade quimioterapêutica contra cân-
cer de mama em ratos, por provocar completa regressão 
dos carcinomas induzidos por DMBA ou NMU. Os ratos 
utilizados na pesquisa foram alimentados com 5% de 
limoneno em sua dieta por duas semanas, o composto 
se mostrou capaz de reduzir a interação do carcinógeno 
com o DNA do animal. 

De acordo com Gharagozloo et al. (2002) relata 
os efeitos in vitro do uso dos flavonoides presentes no 
extrato de Citrus aurantifolia, em que inibiu de forma 
espontânea a proliferação de células de linhagem RPMI-
8866, mas não a célula MDA-MB-453. Estes flavonóides cí-
tricos são inibidores efetivos de receptor de estrogênio 
MDA-MB-453 negativo e estrogênio que são linhagens de 
células de câncer mamário em humanos e MCF-7 positivas 
para o receptor. O autor ainda propõe que o extrato do 
composto tem ação antiproliferativa, ou seja, tem efeito 
imunomoduladores sobre linfócitos humanos ativados. 

Rozza (2011) evidencia a ação do limoneno no óleo 
essencial do Citrus lemon com uma eficácia gastroprote-
tora contra úlceras induzidas por etanol, esta atividade se 
deve ao ativar a proteína heat-shock e liberar peptídeos 
intestinais vasoativos, mas esta não pode ser o único 
mecanismo, pode estar relacionada com um conjunto de 
mecanismos gastroprotetor. Outro ponto abordado pela 
autora, foi as úlceras causadas por uso de Anti-inflama-
tórios não-esteroides (AINES), que inibi a ciclooxigenase 
(COX), e como reação adversa à diminuição da PGE2, uma 
prostaglandina que protege naturalmente o estômago de 
ulcerações, quando utilizado o AINE com o óleo essencial 
em estudo, foi observado que o nível de PGE2 continuou 
elevado, comprovando um efeito gastroprotetor por man-
ter os níveis aumentados desta prostaglandina.

Stark et al. (1995) diz que o álcool perílico presente 
no óleo essencial de cítricos tem ação quimiopreventiva 
contra o câncer de fígado em ratos e em cultivos de células 
humanas com carcinoma de cólon, inibiu a proliferação 
das células cancerosas. O autor mostra com um estudo 
feito com células pancreáticas neoplásicas de hamster, 
foi analisado que este álcool quando administrados no 
roedor por via oral e dose dependente, observou uma re-
dução considerável no crescimento de tumores PC-1, este, 
um dos mais agressivos tumores usado como controle.

CONCLUSÃO 
O teste para detecção de tumores epiteliais em Droso-

phila melanogaster, na presente condição experimental, 
permite concluir que o óleo essencial do limão taiti não 
apresentou efeito carcinogênico, mas sim ação anticar-
cinogênica, pois foi capaz de reduzir os danos induzidos 
pela DXR. O efeito anticarcinogênico pode estar relacio-
nado com a presença de substâncias químicas contidas 
no óleo essencial do limão Taiti como monoterpenos, 
sesquiterpenos, aldeídos, álcoois, os quais possuem ação 
antioxidante. 

Pesquisas com outros organismos modelo e novas 
metodologias, seriam de grande valia para elucidar 
os reais benefícios do óleo essencial do limão Taiti na 
carcinogênese, com a finalidade de contribuir para uma 
melhora na qualidade de vida e benefícios para a saúde.
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