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RESUMO

O reino vegetal constitui uma importante fonte de recursos para o ser humano, principalmente
no que se refere as terapias de satde. Diversos farmacos disponiveis na clinica atualmente
foram desenvolvidos a partir de compostos presentes em plantas, como os antineoplasicos
paclitaxel, vincristina e vinblastina. Além disso, os 6leos essenciais, advindos do metabolismo
secundario vegetal, sdo alvos de muitos estudos por performar atividades biologicas
interessantes para as muitas industrias do mundo contemporaneo. Tendo em vista isso, 0
presente estudo possui o objetivo de analisar a constitui¢do quimica, a atividade antioxidante
e a atividade citotoxica in vitro dos 0leos essenciais de Piper spp. Os 6leos essenciais de P.
arboreum (OEPA), de P. corcovadensis (OEPC) e de P. marginatum (OEPM) foram
extraidos por hidrodestilacdo e submetidos a uma analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. ApoOs identificagdo dos compostos, foram avaliados como
majoritarios o a-Zingibereno no OEPA, o 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno no OEPC ¢ a (E)-
Isoelemicina no OEPM. A atividade antioxidante dos 6leos se deu a partir do uso dos radicais
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2’-azino-bis (3-ethilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
(ABTS), e como padrdo, foram utilizados o 4cido ascorbico e o Trolox, respectivamente. As
porcentagens de sequestro do DPPH foram de 13,39% com o OEPA, de 13,18% com o OEPC
e de 11,55% com o OEPM, ao passo que com o acido ascérbico, o sequestro do radical foi de
85,25%, todos a uma concentragcdo de 500 pg/mL. Quanto ao ABTS, a atividade foi avaliada
a partir do céalculo da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), expressa em
png/mL. O OEPA apresentou TEAC de 0,0047 pg/mL, o OEPC, de 0,0132 pg/mL e o OEPM,
de 0,0078 pg/mL. O ensaio de citotoxicidade in vitro envolveu linhagens cancerigenas e nao
cancerigenas, se deu por meio do método do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), como controle positivo foi utilizado o paclitaxel (10pg/mL) e os
Oleos foram testados em uma concentracio maxima de 50 pg/mL. Na MCF-7 (cancer de
mama humano), OEPA inibiu o crescimento em 76,44%, OEPC inibiu em 94,72% ¢ OEPM
inibiu em 23,31%. Na linhagem HL-60 (Leucemia Promielocitica Aguda), OEPA causou
inibicao de 90,63%, OEPC, inibicao de 65,13% e OEPM, inibi¢do de 61,34%. Na linhagem
HT-29 (cancer colorretal humano), OEPA inibiu 81,52%, OEPC inibiu 81,74% ¢ OEPM
inibiu 85,06%. Na linhagem 1929 (fibroblasto murino), OEPA inibiu 83,76%, OEPC inibiu
60,81% e OEPM inibiu 88,14%. Na linhagem Vero CCL-81 (epitélio de rim de Cercopithecus
aethiops), OEPA provocou inibi¢ao de 64,28%, OEPC, inibi¢do de 22,43% ¢ OEPM, inibi¢ao
de 18,77%. Foi estabelecida, também, a concentracdo inibitéria média (Clso) dos Oleos que
provocaram inibicao superior a 70%. A Clso das amostras variou entre 12,48 ¢ 30,86 pg/mL.
Ademais, o calculo do indice de seletividade mostrou maior seletividade de OEPA, OEPC e
OEPM para as linhagens cancerigenas em relagdo a L929 e Vero CCL-81. Portanto, os 6leos
essenciais de Piper provocaram resultados promissores para os ensaios da citotoxicidade e
podem contribuir na busca por novos tratamentos oncoldgicos. Para isso, sdo necessarias mais
pesquisas que investiguem os mecanismos de acdo de seus componentes.

Palavras-chave: Piper; caracterizagdo quimica; antioxidante; citotoxicidade; cancer.



ABSTRACT

The kingdom Plantae is an important origin of resources for human beings, especially
regarding health therapies. Several drugs currently available in the clinic were developed from
compounds present in plants, such as the antineoplastic agents paclitaxel, vincristine and
vinblastine. In addition, essential oils, which derived from plant secondary metabolism, are
the subject of many studies because they perform interesting biological activities for the many
industries of the contemporary world. For this reason, the present study aims to analyze the
chemical constitution, antioxidant activity and in vitro cytotoxic activity of essential oils from
Piper spp. Then, the essential oils of P. arboreum (OEPA), P. corcovadensis (OEPC) and P.
marginatum (OEPM) were extracted by hydrodistillation and submitted to an analysis by gas
chromatography-mass spectrometry. After identifying the compounds, o-Zingiberene in
OEPA, 1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene in OEPC and (E)-Isoelemicin in OEPM were
evaluated as major. The antioxidant activity of the oils was due to the use of the radicals 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS), and as standard, ascorbic acid and Trolox were used, respectively. The percentages
of DPPH scavenging were 13,39% with OEPA, 13,18% with OEPC and 11,55% with OEPM,
whereas with ascorbic acid, radical scavenging was 85,25%, all at a concentration of 500
ug/ml. As for ABTS, the activity was evaluated based on the calculation of the Trolox-
equivalent antioxidant capacity (TEAC), expressed in pg/mL. The OEPA presented TEAC of
0.0047 pg/mL, the OEPC of 0.0132 pg/mL and the OEPM of 0.0078 pg/mL. The in vitro
cytotoxicity assay involved cancer and non-cancer strains, using the 3-[4,5-dimethyl-thiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method, as a positive control paclitaxel
(10png/mL) was used and the oils were tested at a maximum concentration of 50 pg/mL. In
MCF-7 (human breast cancer), OEPA inhibited growth by 76.44%, OEPC inhibited it by
94.72%, and OEPM inhibited it by 23.31%. In the HL-60 strain (Acute Promyelocytic
Leukemia), OEPA caused 90.63% inhibition, OEPC, 65.13% inhibition and OEPM, 61.34%
inhibition. In the HT-29 strain (human colorectal cancer), OEPA inhibited 81.52%, OEPC
inhibited 81.74% and OEPM inhibited 85.06%. In the 1929 strain (murine fibroblast), OEPA
inhibited 83.76%, OEPC inhibited 60.81% and OEPM inhibited 88.14%. In the strain Vero
CCL-81 (kidney epithelium of Cercopithecus aethiops), OEPA provoked 64.28% inhibition,
OEPC, 22.43% inhibition, and OEPM, 18.77%. The mean inhibitory concentration (ICso) of
the oils that caused inhibition greater than 70% was also established. The ICso of the samples
varied between 12.48 and 30.86 pg/mL. Furthermore, the calculation of the selectivity index
showed greater selectivity of OEPA, OEPC and OEPM for cancerous cell lines in relation to
L929 and Vero CCL-81. Therefore, Piper's essential oils led to promising results for
cytotoxicity assays and may contribute to the search for new cancer treatments. For this,
further research is needed to investigate the mechanisms of action of its components.

Keywords: Piper; chemical characterization; antioxidant; citotoxicity; cancer.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio de sua historia, o ser humano sempre buscou na natureza recursos que
pudesse usar contra enfermidades. O reino vegetal, entdo, passou a ser uma fonte para a
medicina popular (Petrovska, 2012). Exemplo disso € o registro mais antigo que se tem de uso
de plantas medicinais, o qual ¢ datado de aproximadamente 5000 anos e atribuido aos povos
sumérios (Kelly, 2019). Na atualidade, sabe-se que muitos farmacos foram desenvolvidos a
partir de compostos de origem vegetal, incluindo os farmacos antineoplasicos.

Dentre os antineoplasicos mais conhecidos que foram primariamente descobertos em
plantas, pode-se citar a vincristina, a vinblastina, os irinotecanos e os taxanos (Moraes et al.,
2011). A vincristina e a vinblastina sdo alcaldides isolados de Catharanthus roseus e era
pesquisada inicialmente como hipoglicemiante oral, mas passou a ser testada contra leucemias
por causar depressdo na medula Ossea dos camundongos utilizados nos ensaios (Cragg;
Newman, 2005). Os irinotecanos, por sua vez, sdo alcalodides semi-sintetizados pela primeira
vez na década de 1980 a partir da planta Camptotheca acuminata, e hoje sdo utilizados no
tratamento de carcinomas, linfomas e leucemias (Grivicich et al., 2001). J4 os taxanos sdo
derivados da casca de Taxus brevifolia e incluem o paclitaxel e o docetaxel, empregados
principalmente contra os canceres de mama e de ovario (Bertino; Salmon, 2001).

Dentro do uso de plantas, ainda, estdo os 6leos essenciais, que sdo compostos naturais
e volateis produzidos como metabdlitos secundarios por diversos oOrgdos vegetais, como
folhas, caule, flores, frutos e raizes, e armazenados por células secretoras, canais, células
epidérmicas e tricomas glandulares (Bakkali et al., 2008). Além disso, os 0leos essenciais e
seus componentes sdao importantes para os diversos setores da industria no mundo
contemporaneo e sao empregados baseados nas atividades bioldgicas que desempenham na
natureza, tais como bactericida, antifingica e inseticida. Mais especificamente, sdo utilizados
na industria farmacéutica e agricola, e na fabricacdo de cosméticos e de produtos de limpeza
(Silva et al., 2003; Hajhashemi et al., 2003; Perry et al., 2003).

Considerando-se tais informagdes, o presente estudo buscou agregar mais
conhecimentos acerca da composi¢do e das propriedades dos Oleos essenciais de Piper, um
género numeroso e diverso mas ainda com muitas espécies a serem estudadas quanto as
atividades bioldgicas. Portanto, foram escolhidos ensaios que tornassem possiveis a
identificacdo dos constituintes quimicos desses 6leos ¢ a observagdo de possiveis agdes
antioxidante e citotoxica in vitro. Por fim, espera-se que este trabalho forneca base cientifica

para maior aprofundamento dessa tematica no futuro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Caracterizar os componentes quimicos dos Oleos essenciais de Piper spp. e avaliar

suas atividades antioxidante e citotoxica.

2.2 Objetivos especificos

L4

X/
°

L4

L4

Obter 6leos essenciais das folhas de Piper arboreum, Piper corcovadensis e Piper
marginatum,

Identificar os compostos que constituem os 6leos essenciais;

Observar agao antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS+;

Analisar citotoxicidade in vitro dos 6leos essenciais nas linhagens celulares MCF-7,

HL-60, HT-29, 1.929 ¢ Vero CCL-81.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Género Piper

3.1.1 Aspectos gerais de Piper spp.

O género Piper, que pertence a familia Piperaceae, possui mais de 700 espécies
descritas, representando um dos grupos mais diversos dentre as angiospermas basais. Esse
género esta distribuido nos mais diversos ecossistemas tropicais e subtropicais ao redor do
globo terrestre (Quijano-Abril et al., 2006). No Brasil, Piper ¢ distribuido por todas as regioes,
totalizando a ocorréncia de 299 espécies, sendo 194 delas endémicas do pais (Flora e Funga
do Brasil, 2023). Embora numerosas, as espécies de Piper compartilham semelhangas
morfoldgicas, tais como folhas simples e alternadas e caules articulados. No entanto, as
inflorescéncias sofrem variagdes de acordo com a espécie, podendo ser apresentadas em
espadices ou espigas, as quais agrupam diminutas flores dioicas ou hermafroditas (Greig,
2004).

Além da diversidade de espécies, Piper abriga uma grande variedade de compostos
fitoquimicos como alcaloides, amidos, lignanas, terpenos e compostos fenolicos, produzidos
em todas as partes das plantas e relacionados com as varias relagdes ecoldgicas que as
espécies mantém com outros seres vivos, como herbivoros e parasitas (Goméz-Calvario; Rios,
2019; Philbin et al., 2022). Outrossim, grande parte do género ¢ aromatica, sendo seus 6leos
essenciais itens de interesse e submetidos a testes de atividades antimicrobiana e inseticida.
Tais atividades vém revelando, portanto, grande potencial da aplicagcdo do género na inovacao
terapéutica e no desenvolvimento biotecnologico (Santos et al., 2012). Ademais, Piper ¢
utilizado na culinéria e na ornamentagdo, bem como na medicina popular em muitos lugares,
por exemplo Indonésia, india, Brasil ¢ China. O uso medicinal da-se, principalmente, por
meio de decocgdes e maceragdes, empregadas contra sintomas de doengas inflamatorias, tais

como asma, bronquite, reumatismo, inflamacdes de garganta e gastrite (Lima ef al., 2020).
3.1.2 Piper arboreum
P. arboreum ¢é popularmente conhecida como alecrim-de-angola, jaborandi e pimenta

do mato. Trata-se de um arbusto com altura variando entre 1 € 4 m, com ramos cilindrico-

sulcados de 4-8 mm de didmetro. Suas folhas sdo papiraceas, pecioladas e apresentam
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comprimento de 2-4 cm, sendo seus apices agudo-acuminados e suas bases, inequilatero-
agudas. As inflorescéncias estdo organizadas em espigas eretas de 7-12 x 0,3-0,5 cm, com
flores de quatro estames, estilete curto e trés estigmas. Ja os frutos possuem comprimento de
0,8-1 m e sdo oblongos, lateralmente achatados e de estigmas persistentes. A distribuicao
geografica dessa espécie se dd em florestas ombroéfilas densas, matas de encosta, restingas e
matas alagadigas, ocorrendo desde a América Central at¢é o Sul do Brasil (Guimaraes;
Monteiro, 2006).

Na literatura, ja existem relatos de algumas atividades biologicas de P. arboreum, tais
como tripanocida, larvicida e moduladora antimicrobiana. Segundo Regasini et al. (2009),
extratos etanolicos e suas fracdes hexanica e de acetato de ctila das frutas, das folhas e do
caule demonstraram atividade toxica in vitro contra Trypanosoma cruzi, com Clsg inferiores a
100 pg/mL. Do mesmo modo, segundo Filho ef al. (2021), o 6leo essencial de P. arboreum
provocou mortalidade superior a 90% das larvas L3 e L4 resistentes de Aedes aegypti apos
24h de exposi¢do. Por fim, a atividade moduladora antimicrobiana, segundo Matias et al.
(2022), foi descrita a partir da reducdo em 50% da CIM (concentrag@o inibitéria minima) da
ampicilina, quando combinado com o 6leo essencial da planta, sob cepas de Staphylococcus
aureus SA10, Staphylococcus mutans ATCC00446, Escherichia coli ATCC25922 e
Escherichia coli EC 06.

Figura 1. Partes aéreas de P. arboreum

Fonte: Eloisa Helena de A. Andrade (2014).
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3.1.3 Piper corcovadensis

P. corcovadensis, chamada popularmente de falso-jaborandi, ¢ uma planta medicinal
tradicionalmente usada para aliviar dores de dente por sua acdo analgésica sobre a mucosa
bucal (Facundo ef al., 2004). Tal espécie ¢ endémica do Brasil, ocorrendo nos dominios da
Amazonia e da Mata Atlantica e crescendo em florestas ombrofilas e pluviais (Flora do Brasil,
2023). Apresenta-se como um arbusto de aproximadamente 2 m de altura, com ramos
cilindricos estriados medindo 2-3 mm de didmetro. As folhas sdo pecioladas, papiraceas, de
morfologia lanceolada, oblonga e eliptica, ¢ suas laminas medem 12-16 x 4-6 cm. As
inflorescéncias sdo em racemos eretos com dimensdes de 3,0 x 0,6 cm, as quais organizam
flores pediceladas, com quatro estames, quatro estigmas e estiletes curtos. Seus frutos sdo
oblongos, tetragonais e sulcados, medindo 1,5 x 1,5 mm (Queiroz et al., 2020).

Ademais, os ensaios ja publicados com a utilizacdo dessa espécie indicam atividades
larvicidas, antimicrobianas e inseticidas. De acordo com Silva et al. (2016), o 6leo essencial
das folhas de P. corcovadensis demonstrou-se muito toxico para larvas L4 de 4. aegypti, com
CLso estabelecida em 30,52 ppm. Outrossim, segundo Fernandez et al. (2019), compostos que
foram isolados da raiz da planta, bem como seu extrato cru, inibiram o crescimento de cepas
de Mycobacterium tuberculosis suscetiveis e resistentes as drogas isoniazida, rifampicina,
etambutol, pirazinamida, etionamida, estreptomicina e penicilina. Além disso, o 6leo essencial
das folhas também manifestou-se toxico para Sitophilus zeamais, responsavel por grande
perda da agricultura do milho ao redor do mundo, demonstrando ser, portanto, um caminho

para o desenvolvimento de novas alternativas para o controle de pragas (Pimentel et al., 2022).

Figura 2. Partes aéreas de P. corcovadensis

Fonte: Carlos Henrique Russi (2021).
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3.1.4 Piper marginatum

P. marginatum ndo ¢ uma espécie endémica do Brasil, embora seja nativa da regido
Amazonica. No pais, ¢ popularmente conhecida como pimenta do mato e caapeba-cheirosa,

99
1

mas também ¢é chamada de “nhambui” pelos povos indigenas tenharins. Seu uso na medicina
tradicional indigena se da pela aplicacdo topica da raiz para alivio de dores e coceiras de
feridas e picadas de animais (Di Stasi; Hiruma-Lima, 2002). No solo brasileiro, P.
marginatum esta presente nos dominios da Amazodnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica,
preferencialmente em florestas de terra firme e ombroéfilas (Flora e Funga do Brasil, 2023).
Além de ocorrer em todas as cinco regides brasileiras, ha registros dessa espécie em outros
paises das Américas (Global Biodiversity Information Facility, 2022).

Essa planta apresenta-se como um arbusto, o qual pode atingir at¢ 5 m de altura. A
lamina de suas folhas possui dimensdes de 10-20 x 7-15 cm, base cordada, apice acuminado,
textura membrandcea, tricomas nas margens das faces abaxial e adaxial e nervacdo
palmatinérvea. As inflorescéncias tratam-se de espigas de crescimento curvo, com
comprimento de até 15 cm, reunindo bractéolas triangular-peltadas franjadas em toda margem,
bem como trés estigmas sésseis e 4-5 estames. Ademais, os frutos sdo obopiramidais e glabros
(Guimaraes; Giordano, 2004).

A literatura ja aponta atividades bioldgicas atreladas ao tdxon, tais como larvicida,
inseticida, leishmanicida, acaricida e antimicrobiana. De acordo com Autran et al. (2009), os
oleos essenciais das folhas, do caule e das inflorescéncias foram capazes de repelir a
oviposicdo e de matar larvas L4 de Aedes aegypti, com valores de CL50 estabelecidos abaixo
de 25 ppm. Do mesmo modo, segundo Ayres ef al. (2021), o dleo essencial das partes aéreas
foi eficaz contra Zabrotes subfasciatus, com DL50 de 24 h definida em 1,17 pL/L. Macédo et
al. (2020), por sua vez, afirmou que o 6leo essencial das folhas e o extrato etanolico e suas
fragdes sdo toxicos para Leishmania amazonensis nas formas de promastigota e amastigota.

Igualmente, a atividade acaricida foi observada por Ribeiro et al. (2016), cuja pesquisa
mostrou que os 6leos essenciais das folhas, do caule e das inflorescéncias mataram 50% dos
individuos testados das espécies Tetranychus urticae Koch e Neoseiulus californicus
McGregor a concentragdes inferiores a 4 uL/L. J4 a atividade antimicrobiana foi observada
contra Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,

Xanthomonas albilineans, Colletotrichum scovileii, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis,
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microrganismos estes que possuem importancia médica e econdmica (Duarte et al., 2004;

Sanchéz et al., 2012; Araujo et al. 2014; Gamboa et al., 2018).

Figura 3. Partes aéreas de P. marginatum

Fonte: Robin Heymans (2023).

3.2 Cancer

3.2.1 Aspectos gerais do cancer

O cancer ¢ definido pelo Instituto Nacional de Cancer (2022) como um conjunto de
doengas caracterizadas pela divisdo desordenada de células, as quais possuem capacidade de
invadir tecidos e 6rgdos adjacentes ou distantes. Isto é, as células cancerigenas tornam-se nao
responsivas aos mecanismos que regulam as taxas de proliferacio ¢ o processo de
diferenciagdo celular adequado. Contudo, a oncogénese ¢ um evento relativamente raro, visto
que o ciclo celular normal ¢ dotado de barreiras que protegem a integridade celular (Ward,
2002). Pensando-se nisso, ¢ possivel tragar as etapas pelas quais o cancer se desenvolve: 1)
alteragdes genéticas; 2) anormalidades proteicas, enzimaticas ou hormonais; 3) formacao do
tumor primario no tecido de origem; 4) deslocamento do tumor para outros tecidos (metéstase)
(Naoum, 2016).

Assim como todas as células normais do corpo humano, a célula cancerigena tem suas
caracteristicas definidas a partir da expressao do DNA que carrega. No entanto, para que uma
célula venha a ser cancerigena, ¢ necessario que tal expressdo seja alterada por mutacdes

sucessivas em classes especificas de genes, como os proto-oncogenes, 0S SuUpressores
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tumorais, os genes envolvidos no reparo do DNA e os genes controladores do tempo de vida
celular. Mutacdes essas que podem ser herdadas pelas geracdes celulares seguintes. Entdo,
durante um ciclo celular tipico, sdo esperados pontos de checagem que identifiquem e
corrijam os etrros ou que induzam a destruicao dessa célula anormal (NIH, 2021).

Vale salientar que, por ser um conjunto de doengas, o cancer pode se apresentar de
variadas formas. Os tipos mais comuns sdo os carcinomas, formados por células epiteliais,
tais como os canceres de mama e de colon. Esses se subdividem ainda em adenocarcinomas
(caracterizados pela produgdo de fluidos € muco), basocelulares (iniciado na camada basal da
epiderme) e de células escamosas (formados na camada de células escamosas) (Siegel ef al.,
2017). Existem também os sarcomas, que se desenvolvem em ossos e tecidos moles,
musculos, gorduras, endotélios e tecido fibroso (Al et al., 2017). Outro tipo sdo as leucemias,
que ndo formam tumores s6lidos, mas que resultam na alta proliferagdo de globulos brancos
na medula dssea, os quais acumulam-se no sangue periférico e provocam a eliminacdo de
células normais (Rodrigues et al., 2016). Ademais, existem os linfomas, caracterizados pelo
acumulo de linfécitos anormais nos linfonodos e vasos linfaticos (Kolstad et al., 2017) e os
melanomas, que se iniciam em melanocitos, podendo ocorrer tanto na pele, quanto em outros
tecidos pigmentados (Lubbe ef al., 2016).

A partir de tudo isso, é possivel definir os marcadores do cancer, que sao
caracteristicas biologicas adquiridas por células cancerigenas, as quais seriam observaveis em
quase todo tipo de cancer. Esse conceito foi estabelecido, entdo, para que fosse possivel
estudar os variados fendtipos que as doengas poderiam apresentar. Inicialmente, foram
definidos seis: autossuficiéncia em fatores de crescimento, insensibilidade a supressores de
crescimento, escape da apoptose, auséncia de limites do potencial de replicagdo, sustento da
angiogénese e invasdo de tecidos (Hanahan e Weinberg, 2000). Contudo, com o avango do
conhecimento acerca da oncogénese, Hanahan e Weinberg (2011) estabeleceram outros
pontos que passaram a integrar os marcadores: metabolismo celular desregulado, escape da
destruicdo imunoldgica, inflamagdo promovida pelo tumor e instabilidade gendmica. Onze
anos depois, foram estabelecidas novas caracteristicas adquiridas que sdo somadas as
observagdes anteriores, consideradas até entdo como marcadores emergentes: desbloqueio da
plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo-mutacional, microbioma polimoérfico,
e senescéncia celular (Hanahan, 2022).

Ao total, s3o evidentes catorze marcadores (Figura 4) e, dada toda essa complexidade

que permeia o cancer, sdo necessarios cada vez mais estudos que enriquegam a compreensao
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da comunidade cientifica sobre o seu desenvolvimento para que os métodos de tratamento

sejam sempre melhorados.

Figura 4. Marcadores do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

3.2.2 Cancer de mama

O cancer de mama ¢ um dos tipos de cancer mais incidentes no mundo e também a
segunda maior causa das mortes por cancer entre as mulheres, perdendo apenas para o cancer
de pulmio (Mendonga ef al., 2004). No Brasil, ¢ a primeira causa de morte feminina por
cancer nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Os dados de incidéncia no pais sdo
preocupantes, uma vez que, para o ano de 2023, foram estimados mais de 70 mil novos casos
(Instituto Nacional de Cancer, 2022), representando, um grave problema de satde publica.
Apesar de ser uma doenga genética, o cancer de mama nem sempre ¢ hereditario, estando
muito atrelado a condi¢des variadas dos individuos. A idade, porém, ¢ um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento desse cancer, isto €, em pessoas mais novas o cancer

de mama ¢ considerado raro (Ministério da Saude, 2002).
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Quando o paciente encontra-se ainda com o tumor primario, o tratamento torna-se
menos complexo, sendo a cirurgia ¢ a radioterapia as alternativas mais adotadas. A cirurgia
consegue remover grande parte do tecido lesionado, mas quase sempre requer um tratamento
adjuvante para garantir a retirada do maximo de células cancerosas possivel. Tal processo
pode se dar através da retirada total ou parcial da mama, visando sempre reduzir alteracdes
estéticas significativas (Franceschini et al., 2015). Ja a radioterapia ¢ empregada para impedir
ou destruir as células anormais por meio da aplicagdo de radiagdes ionizantes. Para o cancer
de mama, os principais tipos de radioterapia sdo a teleterapia, cuja radiagdo ¢ emitida por um
aparelho externo ao corpo, e a braquiterapia, cuja fonte de radiacdo ¢ colocada dentro do
corpo do paciente por um periodo curto de tempo (American Cancer Society, 2021a).

Apesar disso, o tratamento sistémico faz-se necessario quando esse cancer entra em
metastase. Nesses casos, também devem ser consideradas outras formas como a quimioterapia
e a hormonioterapia (Cantinelli ez al., 2006). Na quimioterapia antineoplasica sdo utilizados
agentes quimicos, por via intravenosa ou via oral, para destruir as células cancerigenas. Porém,
esses agentes, em sua maioria, também destroem células saudaveis, resultando em efeitos
adversos significativos para o paciente. Dentre os quimioterapicos mais utilizados contra o
cancer de mama estdo: as antracinas, como a doxorrubicina e a epirrubicina; os taxanos, como
o paclitaxel e o docetaxel; o 5-fluorouracil; a capecitabina; a ciclofosfamida; e a carboplatina
(American Cancer Society, 2021b). Além disso, a quimioterapia, em casos mais graves, pode
ser estrategicamente usada como tratamento adjuvante, a fim de se reduzir previamente o
tamanho do tumor antes da cirurgia de retirada (Al-Hilli e Boughey, 2016). A
hormonioterapia, por sua vez, trata-se da aplicagdo de medicamentos que visam inibir a

atividade dos hormonios relacionados ao crescimento do tumor (Reinbolt ez al., 2015).

3.2.3 Cancer colorretal

O cancer de colon e reto ¢ o terceiro mais incidente no Brasil, perdendo apenas para os
canceres de mama e de prostata. E estimado que, entre os anos de 2023 e 2025, surjam mais
de 45 mil casos novos, o que representara cerca de 9,4% dos casos totais de todos os tipos de
cancer. Além disso, as regides brasileiras que mais concentram esses casos sdo Sudeste
(20,32/100 mil homens; 16,60/100 mil mulheres), Sul (19,44/100 mil homens; 14,99/100 mil
mulheres) e Centro-Oeste (17,63/100 mil homens; 13,94/100 mil mulheres). Outrossim, a
regido que concentra mais casos ¢ uma das mais urbanizadas do pais, possuindo perfil

epidemiologico de cancer colorretal parecido com paises desenvolvidos (Santos ef al., 2023).
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Acredita-se, portanto, que sdo mais evidentes nessa localidade as mudancas no estilo de vida
da populagdo, como o aumento do consumo de ultraprocessados, do sedentarismo e do
sobrepeso (Conde et al., 2022).

Na maioria dos casos, esse cancer se desenvolve a partir de polipos na mucosa do
revestimento interno do cdlon e do reto, mas nem sempre a presenga de podlipos indica o
cancer propriamente dito. Quando os pdlipos s3o hiperplasicos ou inflamatoérios, raramente
tornam-se cancer, porém, quando trata-se de polipos adenomatosos, a chance de
desenvolvimento do cancer ¢ consideravelmente maior. Entdo, a medida que o adenoma
cresce, as células cancerigenas espalham-se para as outras camadas da parede intestinal e
podem atingir vasos sanguineos e linfaticos, facilitando a metastase para outros tecidos e
orgaos do corpo (American Cancer Society, 2020a). A classificagdo do estagio dessa doenga
vai de acordo com o tamanho da lesao, bem como os tipos de tecidos que o cancer invadiu, e
segue o sistema TNM do Comité Conjunto Americano sobre Cancer (AJCC), o qual esta
efetivo desde 2018 na clinica médica. A sigla representa trés parametros para analise do
estagio: extensdo do tumor (T); se o cancer atingiu os nodulos linfaticos proximos (N); e se ha
metastase (M).

O tratamento, por sua vez, ¢ selecionado de acordo com o estagio, podendo ser local
ou sistémico. A cirurgia ¢ um dos métodos para a retirada da lesdo nos estagios iniciais,
existindo trés principais tipos: excisdo local, resseccdo do cdlon com anastomose e ressec¢ao
do coélon com colostomia. Outros possiveis tratamentos locais sdo a radioterapia, a remog¢ao
por radiofrequéncia e a criocirurgia. Ja de métodos sist€émicos os principais sdo a
quimioterapia e a imunoterapia (National Cancer Institute, 2022). Dentre os principais
farmacos utilizados estdo o 5-fluorouracil, a capecitabina, o irinotecano, a oxaliplatina e a
associacao de trifluridina e tipiracil. Todos esses, no entanto, trazem muitos efeitos
indesejados aos pacientes em tratamento, tanto estéticos como fisiologicos (American Cancer

Society, 2020b).

3.2.4 Leucemia Promielocitica Aguda

A leucemia ¢ um tipo de proliferacdo neoplasica que acomete as células-tronco
hematopoéticas (CTHs) da medula 6ssea. Dentro do processo hematopoiético normal, as
CTHs dao origem as diversas linhagens celulares que compdem o sangue ¢ a linfa, como as
eritrdides, mieldides e linféides (Paiva e Rego, 2013). O desenvolvimento de neoplasias

hematologicas esta relacionado a muitos fatores, principalmente genéticos e ambientais,
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embora esteja sempre associado a sucessivas mutagdes genéticas nas células progenitoras
(Hoftbrand; Moss, 2013). De modo particular, a Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) é um
subtipo de leucemia mieldide e ¢ atrelada a alteracdes estruturais no gene do receptor o do
acido retindico (RARa), localizado no brago longo do cromossomo 17 (17g21). Esse gene
sofre translocacdo reciproca entre o gene PML (Promyelocytic Leukemia), supressor de tumor
localizado no brago longo do cromossomo 15 (15g22), resultando nos oncogenes PML-RAR«
e RARa-PML, encontrados em quase todos os pacientes com LPA (Leal et al., 2009).

Esse tipo de leucemia foi descrito pela primeira vez na literatura em 1957 por meio de
quadros clinicos onde os pacientes apresentavam grave tendéncia hemorragica e a recorrente
presenga de promieldcitos andmalos no sangue periférico (Hillestad, 1957). Atualmente, sabe-
se que a LPA desencadeia uma série de alteracdes hematologicas, como pancitopenia € a
presenca de 20% de blastos no sangue, mas o seu diagnodstico ocorre a partir do mielograma e
da bidpsia da medula ossea (Stein; Tallman, 2012). Ademais, a imunofenotipagem por
citometria de fluxo auxilia na distingdo da LPA de outros tipos de leucemia (Pagnano et al.,
2014). Outrossim, dois subtipos morfologicos podem ocorrer na LPA: o hipergranular ou
classico, e o microgranular ou hipogranular. No padrdo hipergranular, os promieldcitos
apresentam-se com granulacdo azurodfila abundante, nucleo irregular e bastonetes de Auer, os
quais conferem a essas células o nome de “Faggot cells”. Ja no padrdo microgranular, estao
presentes blastos com nucleos bilobulados e granulagdo menos evidente (Brunning et al.,
2001 apud Jacomo et al., 2008).

No periodo de 2009 a 2019, foram diagnosticados mais de 10 mil casos de leucemia
mieléide aguda, representando cerca de 10% das leucemias diagnosticadas (Salvaro et al.,
2021). Desse valor, no entanto, a LPA corresponde a 10-15% dos casos, atingindo, em sua
maioria, pessoas entre 20 ¢ 50 anos de idade dos sexos masculino ¢ feminino (Baba et al.,
2018). Além disso, o tratamento inicial indicado na clinica médica a partir do reconhecimento
dessa leucemia se dd com o ATRA (do inglés all-trans retinoic acid), agente que atua no
balango da coagulopatia, ¢ promove regulacdo do ciclo celular e protedlise da oncoproteina
produzida a partir do oncogene PML-RARa (Seftel ef al., 2014; Xiao et al., 2022). Outros
tratamentos podem ser combinados com o acido trans-retindico: o trioxido de arsénio (ATO);
quimioterapicos, como a citarabina; e as antraciclinas daunorrubicina e idarrubicina

(Appelbaum, 2014).
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3.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é bioquimicamente caracterizado pela grande presenca de
espécies toxicas reativas ou radicais livres, sendo as espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio dois exemplos (Thannickal; Fanburg, 2000). Essas moléculas sdo quimicamente
instaveis por possuirem elétrons livres e, por isso, t€m a capacidade de reagir facilmente com
outras moléculas do meio. Naturalmente, sdo formadas durante processos de oxirredug¢ao nos
organismos vivos e sdo, dentro de um sistema equilibrado, importantes para a sinalizagcdo de
funcdes metabodlicas, como a transducdo de sinal celular (Carmody; Cotter, 2001; Aslan;
Ozben, 2003). A geracao desses radicais dentro das células geralmente ocorre nas membranas
celulares, no citoplasma e, principalmente, nas mitocondrias devido a cadeia transportadora
de elétrons (Green; Brand; Murphy, 2004).

Os efeitos prejudiciais do excesso de radicais livres versam a oxidacdo de
biomoléculas e, consequentemente, a perda ou alteracdo de fungdes bioldgicas (Halliwell,
Whiteman, 2004). Entdo, o estresse oxidativo de forma cronica causa danos celulares e
teciduais, implicando no desenvolvimento de diversas doengas cronicas nao transmissiveis,
por exemplo doencas cardiovasculares, diabetes, doencas neurodegenerativas e cancer
(Ferrari, 2006). Partindo disso, foi desenvolvido pelos seres vivos mecanismos de defesa
contra a instalagdo do estresse oxidativo, equilibrando os niveis desses radicais (Shami,
Moreira, 2004). Esses mecanismos de defesa antioxidante sdo compostos por agentes com
capacidade de diminuir os efeitos do excesso de radicais livres. Além disso, podem agir
impedindo a formacao de radicais, impedindo a a¢do dos radicais ou promovendo condi¢des
para o reparo dos danos (Clarkson; Thompson, 2000; Koury; Donangelo, 2003).

Uma das defesas antioxidantes ¢ o sistema enzimatico, constituido pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa
a conversao do radical superdxido em perdxido de hidrogénio (H202), A CAT, por sua vez,
converte o peroxido de hidrogénio em Oz e H>O. J4 a GPx catalisa a redugdo do peroxido de
hidrogénio a H>O. Essas enzimas, portanto, controlam a formag¢do de radicais impedindo o
acimulo de perdxido de hidrogénio (Ferreira; Matsubara, 1997). A atividade enzimatica
geralmente estd associada a presenca de cofatores, adquiridos fundamentalmente da dieta. Por
exemplo, a SOD depende dos cofatores cobre e zinco no citoplasma e do manganés na
mitocondria. Ademais, a GPx pode depender de selénio no citoplasma ou na mitocondria

(Green; Brand; Murphy, 2004).
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Outro mecanismo de defesa engloba os compostos antioxidantes advindos da
alimentagdo, como vitaminas, sais minerais ¢ compostos fendlicos. Pode-se citar o acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (precursor da vitamina E) e os carotenoides. Esses
carotenoides podem ser o f-caroteno (precursor da vitamina E), o licopeno e a luteina. Ja
dentre os minerais, destacam-se o cobre, o zinco, o selénio e o magnésio (Bianchi; Antunes,
1999). Existe fundamentagdo bastante solida na literatura comprovando a agdo antioxidante
dessas moléculas, por isso ¢ sempre recomendado por 6rgios de saide o consumo de

alimentos ricos desses compostos (Ministério da Satde, 2022).
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4. METODOLOGIA

4.1 Material botanico

As folhas de P. arboreum e P. marginatum foram coletadas na Mata de Dois Irmaos,
Recife -PE, durante a estacdo seca, em abril de 2023. A identificagdo das espécies foram
feitas pela Dra. Angela Maria de Miranda Freitas (UFRPE). As exsicatas foram depositadas
no Herbario Sérgio Tavares da UFRPE sob as numeracdes HST 18179 (P. arboreum) e HST
18178 (P. marginatum). J4 as folhas de P. corcovadensis foram coletadas no Jardim Botanico
do Recife - PE e uma exsicata do material foi identificada sob a numera¢ao JR MACIEL 1655

e depositada no herbario da instituico.

4.2 Extracao dos oleos essenciais

Os oleos essenciais foram obtidos por meio de hidrodestilagdo, utilizando-se um
aparelho de Clevenger modificado. Para isso, 100 g de folhas frescas de cada espécie foram
trituradas e colocadas em um baldo de fundo redondo juntamente com 4gua destilada. Entao,
o material foi aquecido por 2 h. Posteriormente, o liquido da coluna foi coletado e o residuo
apolar presente foi removido utilizando-se hexano. Para separar a dgua da fase apolar, um
funil de separacdo foi empregado. Apds isso, os materiais foram tratados com sulfato de sodio
anidro para remog¢do de residuos polares. A seguir, as amostras foram filtradas e
rotaevaporadas a 68 °C e 30 rpm para separacao do hexano. A partir disso, os 6leos foram
armazenados em recipientes de vidro hermeticamente fechados, identificados e mantidos sob

refrigeragdo a temperatura de -5 °C.

4.3 Analise por CG-EM e identificagdo dos componentes

Os Oleos essenciais de P. arboreum (OEPA), P. marginatum (OEPM) e P.
corcovadensis (OEPC) foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-EM) para caracterizacdo quimica qualitativa de seus compostos. Para isso, foi
utilizado o sistema cromatégrafo CG-EM QP2010 SE Plus Shimadzu, equipado com detector
seletivo de massa e uma coluna capilar silica fundida DB-5 apolar com espessura de pelicula
de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Além disso, o equipamento opera com um impacto de elétrons

de 70 eV, com intervalo de varredura de 0,5 s e fragmentos de 40 a 550 Da. O aparelho estava
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programado dentro dos seguintes parametros: temperatura do forno de 60 a 240 °C (3 °C/min),
temperatura do injetor e do detector de 210 °C, gas hélio como gas de arraste, fluxo de 1
mL/min, modo Split (1:30), e volume de inje¢do de 1 pL de solucdo (1/100) do 6leo em n-
hexano.

A identificagdo dos compostos, por sua vez, foi realizada a partir dos indices de
retengdo que foram calculados baseados em uma série homologa de C8-C40 de n-alcanos,
utilizando a equagdo 1 proposta por Van Den Dool e Kratz (1963), os espectros de massa
disponiveis na literatura (Adams, 2007) e a comparacao computadorizada com a biblioteca de

espectro de massas do sistema de dados CG-EM WILLEY 11.

=100x +100x—O— O (1)
(+H— ()

Onde:

I = indice de retencao

n = nimero de carbonos do padrdo adjacente menos retido
tr) = tempo de retencdo da amostra

trm) = tempo de reten¢do do padrdo adjacente menos retido

tra+1) = tempo de retencao do padrio adjacente mais retido
4.4 Atividade antioxidante
4.4.1 Método do DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada a partir da redugdo do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), segundo metodologia descrita por Blois (1958). Esta técnica
trata-se da capacidade de sequestro desse radical por meio da doagdo de um atomo de
hidrogénio. Essa reacdo permite, portanto, a andlise colorimétrica para quantificar o

percentual de sequestro que a amostra foi capaz de realizar (Figura 5).
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Figura 5. Reagdo de reducao do radical DPPH.
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Fonte: Oliveira et al. (2021).

Para isso, foi utilizada uma solugdo de DPPH em metanol. Ademais, foram realizadas
dilui¢des dos 6leos em metanol para realizar o ensaio nas concentragdes de 500, 250 e 125
pg/mL. Como padrao, foi utilizado o acido ascorbico nas mesmas concentragoes.

Em uma microplaca de 96 pogos de fundo chato foi colocado 40 pL. de cada amostra,
em triplicata. Também foram adicionados o controle de cor de cada amostra em suas
respectivas concentragdes e o controle do solvente. Em ambiente escuro, foi adicionado 250
pL da solugdo de DPPH em todos os pogos, exceto no controle de cor, e foi aguardado por um
periodo de 25 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura das absorbancias dos pogos no

espectrofotometro a 517 nm e a analise se deu a partir da seguinte equagao (2):

(%) = —=¢ - ) % 100 )

Onde:

SRL (%) = percentual de sequestro do radical livre
Abso= absorbancia do controle com o solvente e o radical
Absam = absorbancia da amostra com o radical

Abscor= absorbancia do controle de cor da amostra
4.4.2 Metodo do ABTS+
Para avaliacdo da atividade antioxidante também foi realizado o ensaio com o uso do

2,2’-azino-bis (3-ethilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS). Tal método baseia-se na

geracdo de um radical cromoforo catidnico apos a oxidacdo do ABTS por persulfato de
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potassio (Re et al., 1999). Portanto, a observagdo dessa atividade antioxidante trata-se de um
método colorimétrico, pois a estabilizacdo desse radical resulta em mudanga na coloracao das
solugdes (Figura 6).

Figura 6. Reagdo da estabilizacdo do radical ABTS+ por composto antioxidante.
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Fonte: A autora (2023).

colocados 2 pL de cada amostra. Essas amostras foram diluidas nas concentragdes de 500,
250 e 125 pg/mL em etanol e todas foram testadas em triplicata. Além disso, foram feitos os
controles de cor de todas as concentragdes e do solvente. Como padrio, foi utilizado um
analogo da vitamina E, o Trolox (Sigma - Aldrich, Alemanha). Em ambiente escuro, foram
adicionados 200 pL da solu¢do de ABTS em etanol ja calibrada em 0,700 + 2 nm. Apds um
periodo de 6 minutos, as absorbancias foram lidas em espectrofotometro UV no comprimento
de onda de 734 nm. A andlise foi feita baseada na porcentagem de sequestro do radical, a qual
foi calculada de acordo com a equacao 3.

Com os valores de sequestro de cada amostra, foi construido um grafico e obtida
equacdes das retas referentes a atividade de cada dleo (y = ax + b). Entdo, utilizando a

equacao 3, foi calculada a concentracdo em que o radical ¢ sequestrado em 50% (CEso).

50—

so( /7 )=— €)

Onde:
CEso = concentracdo efetiva média da amostra em pg/mL
a = coeficiente angular da reta

b = coeficiente linear da reta
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Outrossim, foi calculada a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), a
fim de relacionar a CEso do Trolox com a CEso das amostras. O calculo, entdo, se deu de

acordo com a equacdo 4 (DE VERAS et al., 2019).

CEsg Trolox

TEAC (pg/mL) = -

(4)

Onde:
TEAC = capacidade antioxidante equivalente ao Trolox em pg/mL
CEso Trolox = concentragdo efetiva média do Trolox

CEso Am = concentragao efetiva média da amostra

4.5 Atividade citotoxica in vitro

4.5.1 Cultura de células

A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro foi empregada contra células cancerigenas
e ndo cancerigenas, cujo cultivo ocorreu no Laboratdrio de Experimentacao In Vitro e In Vivo
do Departamento de Antibidticos/Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco. As linhagens HT-29 (cancer colorretal humano), L929 (fibroblasto do tecido
conjuntivo subcutaneo de Mus musculus) ¢ Vero CCL-81 (epitélio de rim de Cercopithecus
aethiops) sdo mantidas no meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). As
linhagens MCF-7 (cancer de mama humano) e HL-60 (pr6-mieloblasto de LPA) ¢ mantida no
meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute). Ambos os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado, 1% de L-glutamina ¢ 1% de solugao
de antibidticos (penicilina e estreptomicina). Além disso, todas as linhagens estavam
incubadas em estufa a temperatura de 37 °C e com atmosfera imida enriquecida com 5% de
CO;2 e 95% de umidade. Outrossim, antes dos experimentos, todas as linhagens foram

confirmadas com auséncia de microplasma.
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4.5.2 Meétodo do MTT

O método utilizado para avaliar a citotoxicidade dos 6leos essenciais foi o do brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) segundo Mosmann (1983). Esse
ensaio trata-se de um teste colorimétrico de viabilidade celular. Para isso, o MTT, que ¢ um
sal de coloracdo amarelada, ¢ reduzido a formazan por desidrogenases mitocondriais (figura
7), que resulta na formagdo de cristais de cor violeta e revela a presenga de atividade

metabdlica.

Figura 7. Redugdo do MTT a formazan
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Fonte: Magalhées ef al. (2018).

Primeiramente, foram utilizadas microplacas de 96 pogos preparadas a uma
concentragdo de 1 % 10° células/mL. As microplacas foram incubadas por 24 h. Depois, 10 uL
das solucdes dos 6leos em dimetilsulfoxido (DMSO) (1%) foram adicionados aos pogos a
uma concentragao final de 50 pg/mL. Como controle positivo foi utilizado 10 uL. de uma
solucdo do farmaco Paclitaxel (10 pg/mL). Apds isso, as microplacas foram incubadas
novamente sob as mesmas condi¢des por um periodo de 72 h. Entdo, 25 pL de MTT (5
mg/mL) foi adicionado a cada poco e as microplacas foram reincubadas por 3 h. A partir disso,
todo o liquido foi aspirado dos pogos, restando apenas os cristais de formazan, os quais foram
dissolvidos com 100 pLL de DMSO por pogo (figura 8). A absorbancia de cada pogo foi obtida
utilizando um leitor UV de microplaca a um comprimento de onda de 560 nm e o percentual

de inibicdo foi calculado no software GraphPad Prism 9.0 demo.



Figura 8. Etapas do método do MTT
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Fonte: Adaptado de Magalhaes ef al. (2018).
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As amostras que apresentaram inibi¢do superior a 70% foram testadas em diluicdes

seriadas, conforme mostra a figura 9, para determinacdo da concentracdo inibitoria média

(Clso), a qual provoca inibicao de 50% do crescimento em relagdo ao controle negativo. Apds

a adicdo das solugdes, os processos se sucederam da mesma forma que o teste de inibigdo

anterior. Vale ressaltar que as solucdes sao diluidas 20 vezes apds a adicdo, uma vez que ja se

encontra no pogo 190 puL. de meio com células. Logo, as concentragdes finais nos pogos foram

de 0,39 a 50 pg/mL. Além disso, a Clso das amostras e seus respectivos intervalos de

confianga (IC 95%) foram calculados a partir da regressdo nao linear no software GraphPad

Prism 9.0 demo.
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4.5.3 Indice de seletividade

O indice de seletividade expressa uma relagdo entre a acdo da amostra sobre uma
linhagem ndo tumoral e a agdo da amostra sobre uma linhagem tumoral, e serve para
comparar a toxicidade das amostras mais ativas. Neste ensaio foram considerados os
resultados das linhagens ndo tumorais L.929 e Vero CCL-81. Para as amostras que nao
inibiram mais de 70% das linhagens ndo tumorais e, portanto, ndo foram estabelecidas as Clso,
foi considerado para o calculo desse indice o valor da concentragdo maxima testada (50

nug/mL). O calculo foi realizado de acordo com a seguinte equagao (5):

=202 %100 (5)

50

Onde:
IS = indice de seletividade
Clsonao tumoral = Clso da amostra em uma linhagem nao tumoral

ClIso tumoral = Clso da amostra em uma linhagem tumoral

De acordo com Popiotkiewicz et al. (2005), quando o IS ¢ maior que 100, a agdo
citotoxica da amostra ¢ superior em células tumorais, ao passo que, quando IS ¢ igual ou
menor que 100, o efeito terapéutico € obtido por meio de uma concentragdao equivalente ou
inferior a concentragdo que desencadeia efeitos toxicos. Portanto, é preferivel que as amostras

apresentem indice de seletividade superior a 100.
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5. RESULTADOS

5.1 Rendimento dos 6leos

Os rendimentos dos dleos essenciais obtidos por meio da hidrodestilacdo das folhas de

P. arboreum, P. corcovadensis e P. marginatum foram calculados e dispostos na tabela 1.

Tabela 1. Rendimento dos 6leos essenciais de Piper spp. extraidos por hidrodestilacao das

folhas frescas.

Espécies Rendimento dos 6leos (%)
P. arboreum 0,23
P. corcovadensis 0,25
P. marginatum 0,39

5.2 Caracterizacdo quimica

Os compostos identificados na cromatografia foram dispostos em tabelas, juntamente
com seus respectivos indices de reteng@o e a porcentagem desses compostos na composicao
total dos oleos. Os compostos de P. arboreum estdo organizados na tabela 2, os compostos de

P. corcovadensis, na tabela 3 e os compostos de P. marginatum, na tabela 4.

Tabela 2. Compostos quimicos do 6leo essencial de P. arboreum (OEPA), seus respectivos

indices de retencdo e a porcentagem na composi¢ao total.

(continua)
Composto Al (calculado) Al (literatura) %
a-Copaeno 1378 1374 4,99
B-Cubebeno 1392 1387 1,80
B-Elemeno 1394 1389 1,02

Cipereno 1403 1398 1,30
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Tabela 2. Compostos quimicos do 6leo essencial de P. arboreum (OEPA), seus respectivos
indices de retencdo e a porcentagem na composi¢ao total.

(conclusio)

Composto Al (calculado) Al (literatura) %
a-Gurjuneno 1413 1409 0,72
B-Cariofileno 1424 1419 16,96
o-Humuleno 1458 1452 2,82
(E)-B-Farneseno 1460 1454 1,95
Rotundeno 1464 1457 1,43
allo-Aromadendreno 1466 1458 1,19
v-Gurjuneno 1479 1475 1,01
vy-Muuroleno 1487 1478 10,66
a-Zingibereno 1501 1493 22,69
Biciclogermacreno 1503 1500 6,32
o-Muuroleno 1507 1500 2,21
(E,E)-a-Farneseno 1514 1505 3,07
0-Cadineno 1530 1522 9,32
(E)-y-Bisaboleno 1538 1529 0,76
(E)-Nerolidol 1570 1561 3,09
o-Muurolol 1653 1644 1,05
a-Cadinol 1666 1652 1,73

NI - - 3,91

Total 100

Al (calculado): indice de retencdo calculado com a equag@o de Van Den Dool e Kratz; Al (literatura): indice de

retencdo presente na literatura consultada; NI: ndo identificado.
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Tabela 3. Compostos quimicos do o6leo essencial de P. corcovadensis (OEPC), seus

respectivos indices de retencdo e a porcentagem na composi¢ao total.

(continua)
Composto Al (calculado) Al (literatura) %
Limoneno 1017 1024 0,31

Terpinoleno 1079 1086 5,09
a-Copaeno 1374 1374 0,73
1-butil-3,4-

metilenodioxibenzeno 1400 ) 2340

a-Gurjunene 1409 1409 0,39
B-Cariofileno 1419 1417 5,46
o-Humuleno 1453 1452 0,53
v-Muuroleno 1477 1478 0,58
D-germacreno 1482 1484 3,74
y-Amorfeno 1496 1495 0,72
Biciclogermacreno 1498 1500 0,97
o-Muuroleno 1501 1500 1,15
y-Cadinene 1516 1513 2,79
0-Cadineno 1526 1522 7,74
o-Cadineno 1540 1537 0,44
1-epi-Cubenol 1634 1627 0,37
epi-o-Cadinol 1647 1638 4,86
epi-a-Muurolol 1661 1640 5,90

NI - - 4,83
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Tabela 3. Compostos quimicos do o6leo essencial de P. corcovadensis (OEPC), seus
respectivos indices de retencdo e a porcentagem na composi¢ao total.

(conclusdo)

Total 100

Al (calculado): indice de retencdo calculado com a equag@o de Van Den Dool e Kratz; Al (literatura): indice de

retengdo presente na literatura consultada; NI: ndo identificado.

Tabela 4. Compostos quimicos do O6leo essencial de P. marginatum (OEPM), seus

respectivos indices de retencdo e a porcentagem na composi¢ao total.

(continua)

Composto Al (calculado) Al (literatura) %
o-Felandreno 992 1002 1,54
(2)-B-Ocimeno 1028 1037 0,35
(E)-B-Ocimeno 1039 1044 0,64
0-Elemeno 1338 1335 2,02
a-Copaeno 1378 1374 1,58
B-Elemeno 1394 1389 0,99
B -Cariofileno 1423 1417 9,56
o-Humuleno 1458 1452 0,76
Ishwarano 1468 1465 2,96
B-Selineno 1492 1489 1,00
Valenceno 1499 1496 0,68
Biciclogermacreno 1503 1500 7,03
Elemol 1557 1548 1,09
Elemicina 1565 1555 0,67

(E)-Nerolidol 1570 1561 2,53
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Tabela 4. Compostos quimicos do o6leo essencial de P. marginatum (OEPM), seus

respectivos indices de retencdo e a porcentagem na composi¢ao total.

(conclusio)
Composto Al (calculado) Al (literatura) %
Espatulenol 1586 1577 0,79
(Z)-Asarona 1634 1616 2,22
(E)-Isoelemicina 1639 - 21,28
B-Eudesmol 1662 1649 4,64
Exalatacina 1671 1655 18,35
(E)-Asarona 1693 1675 2,33
(Z)-Isoelemicina 1731 - 13,68
NI - - 3,31
Total 100

Al (calculado): indice de retencdo calculado com a equag@o de Van Den Dool e Kratz; Al (literatura): indice de

retencdo presente na literatura consultada; NI: ndo identificado.

5.3 Atividade antioxidante

5.3.1 Sequestro do DPPH

Apos a leitura da absorbancia das amostras, foi possivel quantificar o percentual de
sequestro do DPPH. Como ¢ mostrado na tabela 5, o OEPA atingiu percentuais de 13,39, 8,18
e 7,93 para as concentracdes de 500, 250 e 125 pg/mL, respectivamente. O OEPC, por sua
vez, nessas mesmas concentragdes, foi capaz de realizar sequestro de 13,18, 9,26, ¢ 9,10% do
radical. J& o OEPM obteve percentuais de 11,55, 9,15 e 8,64, também nas mesmas
concentragdes. Além disso, o acido ascorbico, o qual foi empregado como padrio, sequestrou
85,25, 76,06 e 66,45% do DPPH, igualmente nas concentracdes de 500, 250 e 125 pg/mL,

respectivamente.
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Tabela 5. Percentuais de sequestro do radical DPPH provocados pelos 6leos essenciais de

Piper spp. e pelo acido ascorbico com seus respectivos desvios padrdes.

Amostras 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL
OEPA 13,39+ 1,15 8,18+0,18 7,93 £ 0,26
OEPC 13,18 1,02 9,26 + 0,84 9,10 + 0,44
OEPM 11,55+0,39 9,15+0,85 8,64 + 0,47

Acido ascérbico 85,25+0,13 76,06 £ 1,69 66,45 £ 0,13

OEPA: oleo essencial de P. arboreum; OEPC: 6leo essencial de P. corcovadensis; OEPM: 6leo essencial de P.

marginatum.

5.3.2 Sequestro do ABTS+

Conforme mostrado na tabela 6, OEPA sequestrou 21,56, 19,11 ¢ 18,65% do ABTS
nas concentragdes de 500, 250 e 125 pg/mL, respectivamente. Nessas mesmas concentragdes,
o OEPC foi capaz de sequestrar 28,71, 21,36 e 19,67% do radical. Enquanto o OEPM realizou
sequestro de 25,19, 23,20 e 20,18% nas concentracdes de 500, 250 e 125 pg/mL,
respectivamente. Ja o padrao de Trolox sequestrou 97,62% (500 pg/mL), 79,27% (250 png/mL)
e 60,65% (125 pg/mL).



Tabela 6. Percentuais de sequestro do radical ABTS+ provocados pelos 6leos essenciais de

Piper spp. e pelo Trolox com seus respectivos desvios padrdes.

Amostras 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL
OEPA 21,56 £ 0,15 19,11 +£0,53 18,65 £ 0,53
OEPC 28,71 £ 0,88 21,36 £0,17 19,67 £0,17
OEPM 25,19 + 0,44 23,20 £ 0,08 20,18 £ 0,15
Trolox 97,62 +0,10 79,27 £0,01 60,65 £0,19

OEPA: 6leo essencial de P. arboreum; OEPC: 6leo essencial de P. corcovadensis; OEPM: 6leo essencial de P.

marginatum.

Na tabela 7, foram reunidos os valores da concentragdo efetiva média (CEso) de cada

6leo, bem como do padriao Trolox, ¢ o resultado do calculo da capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox.

Tabela 7. Concentragdes efetivas médias (CEso) dos 6leos essenciais de Piper spp. e Trolox e

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) das amostras.

Amostras CEso (ng/mL) TEAC (ug/mL)
OEPA 4021,48 0,0047
OEPC 1441,64 0,0132
OEPM 2445,39 0,0078
Trolox 18,99 -

OEPA: oleo essencial de P. arboreum; OEPC: 6leo essencial de P. corcovadensis; OEPM: 6leo essencial de P.

marginatum.
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5.4 Atividade citotoxica

No ensaio de citotoxicidade, o método do MTT revelou que, na linhagem MCF-7, o
6leo essencial de P. arboreum (OEPA) causou inibi¢dao de 76,44% do crescimento celular, o
6leo essencial de P. corcovadensis (OEPC), 94,72% e o 6leo essencial de P. marginatum
(OEPM), 23,31%. Ja na linhagem HL-60, os percentuais de inibi¢cdo foram de 90,63, 65,13 e
61,34%, respectivamente. Do mesmo modo, na linhagem HT-29, o OEPA provocou inibigao
de 81,52%, o OEPC, 81,74% e o OEPM, 85,06%. Ademais, na linhagem 1929, o OEPA
inibiu 83,76%, o OEPC, 60,81% e o OEPM, 88,14%. Por fim, na linhagem Vero CCL-81, os
6leos OEPA, OEPC e OEPM foram capazes de inibir 64,28, 22,43 e 18,77% do crescimento.
Os dados referentes ao controle positivo (Paclitaxel) sobre as mesmas linhagens podem ser

igualmente observados na tabela 8.

Tabela 8. Percentuais de inibicdo e EPM de linhagens celulares in vitro ap6s exposicao de

72h aos 6leos essenciais de Piper spp. (50 ug/mL) e ao Paclitaxel (10 pg/mL).

Linhagem OEPA OEPC OEPM Paclitaxel
MCF-7 76,44 + 4,63 94,72 + 0,31 23,31+ 1,85 94,75+ 1,10
HL-60 90,63 +£4,92 65,13 +£2,28 61,34 +2,34 75,48 £ 4,07
HT-29 81,52 + 2,38 81,74 £ 3,24 85,06 + 2,81 98,32 +£0,19

L929 83,76 + 1,60 60,81 £ 0,49 88,14 + 0,90 95,53 £1,77
Vero CCL-81 64,28 + 3,26 22,43 +£1,59 18,77 £ 1,46 75,33 £4,02

EPM: erro padrio médio. OEPA: dleo essencial de P. arboreum; OEPC: dleo essencial de P. corcovadensis;
OEPM: 6leo essencial de P. marginatum. Linhagens: MCF-7: cancer de mama humano; HL-60: pro-mieloblasto
de Leucemia Promielocitica Aguda; HT-29: cancer de coélon e reto humano; 1.929: fibroblasto do tecido

conjuntivo subcutaneo de Mus musculus; Vero CCL-81: célula epitelial de rim de Cercopithecus aethiops.

Com base nisso, a elaboracdo das curvas de inibigdo tornou possivel o estabelecimento
da concentracdo inibitoria média (Clso) de cada amostra que causou inibi¢ao superior a 70%.

Conforme os dados dispostos na tabela 9, a Clso do OEPA foi de 27,58 pg/mL e do OEPC,
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28,78 ug/mL na MCF-7. Na HL-60, o tinico 6leo que apresentou inibigdo > 70% foi o OEPA,
com Clso de 15,40 pg/mL. Além disso, na HT-29, os 6leos essenciais OEPA, OEPC ¢ OEPM
obtiveram concentracdo inibitéria média de 12,48, 29,75 e 20,32 ug/mL, respectivamente. Ja
na linhagem 1929, a Clso do OEPA foi de 14,65 pg/mL e a do OEPM foi de 30,86 pg/mL. No
entanto, na linhagem Vero CCL-81 para nenhum dos 6leos foi possivel estabelecer a Clso. Na

tabela 9 € possivel observar, ainda, os dados referentes ao controle com paclitaxel.

Tabela 9. Concentracdo inibitoria média (Clso) com intervalo de confianca dos Oleos

essenciais de Piper spp. e do Paclitaxel em linhagens celulares in vitro ap6ds 72h.

Linhagem OEPA OEPC OEPM Paclitaxel
27,58 28,78 6,95

MCE-7 (2031-37,46) (26,42 - 3137) - (6,56 - 7.37)
15,40 0,46

HL-60 (14,36 - 16,52) - - (0,39 - 0,55)
20 12,48 29,75 20,32 0.49

9,73-1602)  (27,56-32,13)  (1827-22,59) (0,40 - 0,59
Lo20 14,65 ] 30,86 0,42

(11,62 - 18.48) (26,75-35,59) (0,34 - 0.52)
1,15

Vero CCL-81 - - (0,90 - 1,48)

Valores expressos em pg/mL. OEPA: 6leo essencial de P. arboreum; OEPC: 6leo essencial de P. corcovadensis;
OEPM: 6leo essencial de P. marginatum. Linhagens: MCF-7: cancer de mama humano; HL-60: pro-mieloblasto
de Leucemia Promielocitica Aguda; HT-29: cancer de cdlon e reto humano; L929: fibroblasto do tecido

conjuntivo subcutaneo de Mus musculus; Vero CCL-81: célula epitelial de rim de Cercopithecus aethiops.

A partir desses valores de concentracdo inibitdria média, foi calculado o indice de
seletividade (IS) para linhagens tumorais cujos dados estdo dispostos nas tabelas 10 e 11. Em
relagdo a 1.929, o OEPA apresentou IS de 53,12 para MCF-7, 95,13 para HL-60 ¢ 117,39 para
HT-29. J& o OEPC, 173,73 e 168,07 para MCF-7 ¢ HT-29, respectivamente. O OEPM
apresentou IS de 151,87 para HT-29. Em relagdo a Vero CCL-81, o OEPA possui IS de
181,29 para MCF-7, 324,67 para HL-60 ¢ 400,64 para HT-29. Além disso, os IS do OEPC em
relagdo a Vero foram semelhantes a linhagem anterior. Por fim, o OEPM possui indice de

246,06 para HT-29.
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Tabela 10. indices de seletividade dos 6leos essenciais de Piper spp. e do Paclitaxel para

linhagens tumorais em relacdo a linhagem nao tumoral L929.

Linhagens OEPA OEPC OEPM Paclitaxel
celulares
MCEF-7 53,12 173,73 - 6,04
HL-60 95,13 - - 91,30
HT-29 117,39 168,07 151,87 85,71

OEPA: ¢leo essencial de P. arboreum; OEPM: 6leo essencial de P. marginatum. Linhagens: MCF-7: cancer de

mama humano; HL-60: pro-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda; HT-29: cancer de colon e reto

humano; L.929: fibroblasto do tecido conjuntivo subcutaneo de Mus musculus.

Tabela 11. indices de seletividade dos 6leos essenciais de Piper spp. e do Paclitaxel para

linhagens tumorais em relagdo a linhagem ndo tumoral Vero CCL-81.

Linhagens OEPA OEPC OEPM Paclitaxel
celulares
MCF-7 181,29 173,73 - 16,55
HL-60 324,67 - - 250
HT-29 400,64 168,07 246,06 234,69

OEPA: 6leo essencial de P. arboreum; OEPM: 6leo essencial de P. marginatum. Linhagens: MCF-7: cancer de

mama humano; HL-60: pro-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda; HT-29: cancer de colon e reto

humano; Vero CCL-81: célula epitelial de rim de Cercopithecus aethiops.
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6. DISCUSSAO

6.1 Rendimento dos 6leos

Como ¢ fundamentado na literatura, o rendimento dos 6leos essenciais pode variar de
acordo com a parte da planta utilizada, a estacdo do ano, com os ciclos fisioldgicos naturais da
espécie ¢ com as condi¢cdes ambientais (Scheffer, 1998). O método de extracdo do 6leo
essencial também pode influenciar no rendimento. Com a destilagdo, por exemplo, ¢
observado que o rendimento ¢ maior em frutos e menor em ramos e folhas (Vitti; Brito, 2003).
Os rendimentos de OEPA (0,23%), OEPC (0,25%) e OEPM (0,39%) foram proximos ao
rendimento descrito do dleo essencial das folhas de Piper gaudichaudianum (0,35%), cuja
extracdo se deu a partir do mesmo método (Schindler; Silva; Heinzmann, 2018). Por meio da
observagao de tais valores, pode-se inferir que os 6leos essenciais obtidos por hidrodestilagao

das folhas frescas é semelhante para as espécies desse género.

6.2 Componentes quimicos dos 6leos essenciais

O composto majoritario encontrado no 6leo essencial de P. arboreum (OEPA), dos
vinte e um identificados, foi o a-Zingibereno, que representou 22,69% da area no
cromatograma. Em seguida, foram observados o B-Cariofileno (16,96%), o y-Muuroleno
(10,66%), o d-Cadineno (9,32%) e o Biciclogermacreno (6,32%). O oleo essencial de P.
corcovadensis (OEPC), por sua vez, foi caracterizado em dezoito compostos, apresentando
como composto majoritario o 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, o qual representou 53,40%
no cromatograma. Além desse, foram significativamente identificados no OEPC o 8-Cadineno
(7,74%), o epi-a-Muurolol (5,90%), o B-Cariofileno (5,46%) e o Terpinoleno (5,09%). Ja
dentre os vinte e dois compostos identificados no 6leo essencial de P. marginatum (OEPM), o
majoritario foi a (E)-Isoelemicina (21,28%), e em seguida observa-se a Exalatacina (18,35%),
(Z)-Isoelemicina (13,68%), B-Cariofileno (9,56%) e Biciclogermacreno (7,03%).

Apesar de apresentarem composi¢des quimicas distintas, os 6leos essenciais de Piper
spp. apresentaram alguns compostos em comum. Pode-se citar, por exemplo, o B-Cariofileno,
o qual foi identificado nos trés Oleos, embora em proporgdes diferentes. Ademais, o
Biciclogermacreno também foi presente nos trés, em propor¢des parecidas nos OEPA e
OEPM e em baixa quantidade no OEPC. Outrossim, o 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno foi

identificado como composto majoritario no 6leo essencial das folhas de outra espécie desse
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género, a P. klotzschianum (Pereira, 2015). Outro estudo, realizado por Lima et al. (2019),
mostrou que essa mesma espécie, P. klotzschianum, também apresentou na cromatografia
gasosa alguns sesquiterpenos ndo oxigenados em comum com OEPA, OEPC e OEPM, como
0 a-copaeno, o o-humuleno e o biciclogermacreno. Ja segundo Bagheri et al. (2014), a
espécie P. nigrum apresentou na cromatografia gasosa o [-cubebeno e o y-gurjuneno
(encontrados no OEPA), o terpinoleno ¢ o D-germacreno (encontrados no OEPC), o o-
elemeno (encontrado no OEPM), o y-muuroleno (encontrado nos 6leos OEPA e OEPC) ¢ o -
cariofileno (encontrado nos 6leos OEPA, OEPC e OEPM).

Vale salientar, ainda, que as atividades bioldgicas atribuidas aos Oleos essenciais de
Piper, tais como antimicrobiana, larvicida e inseticida, podem ser resultado da acdo de um
composto isolado ou da combinagdo de grande parte deles. O nerolidol, por exemplo, foi
encontrado como composto majoritario no Oleo essencial de P. claussenianum, cujas
atividades leishmacinida e citotoxica in vitro para a linhagem celular HepG2 (carcinoma
hepatocelular) foram observadas também utilizando-se esse composto isolado (Marques et al.,
2011; Ferreira et al., 2012). No caso do OEPC, mais da metade da composi¢cao do o6leo ¢
referente ao 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, de forma a sugerir que esse composto possa

ser responsavel pelas atividades avaliadas neste estudo.

6.3 Avaliagao do sequestro do radical DPPH

O principio do uso do DPPH na avaliagdo da atividade antioxidante ¢ a capacidade de
doar atomos de hidrogénio a esta espécie radicalar, ou seja, quanto maior o percentual de
sequestro, maior a capacidade antioxidante da amostra. Portanto, concentragdes elevadas para
reduzir o DPPH em, pelo menos, 50% evidenciam que a amostra possui baixa atividade
antioxidante (Alam et al., 2014). Considerando-se isso, foi observado que os Oleos
apresentaram baixa atividade antioxidante frente ao DPPH, uma vez que o sequestro estimado
foi de 13,39% para OEPA, 13,18% para OEPC ¢ 11,55% para OEPM, todos esses a uma
concentracdo de 500 pg/mL. Diferente desses, o Oleo essencial de P. nigrum extraido
utilizando dioxido de carbono supercitico (SC-CO,) apresentou atividade antioxidante sob o
mesmo radical DPPH (Bagheri; Manap; Solati, 2014). Nesse mesmo estudo, os autores
também avaliaram o sequestro desse radical realizado pelo 6leo essencial extraido por
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado e foi observado que o percentual foi

significativamente inferior, isto €, apresentou baixa atividade antioxidante. Por isso, acredita-
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se que o método de extracdo do 6leo também seja capaz de alterar as atividades bioldgicas,

uma vez que a composi¢do quimica pode variar de acordo com essa metodologia adotada.

6.4 Avaliacao do sequestro do radical ABTS+

Semelhante ao ensaio anterior, o percentual de sequestro do radical define a
capacidade antioxidante das amostras. Observou-se que a taxa de sequestro também foi
inferior a 50% na concentragdo mais alta (500 pg/mL), e também que as CEso de OEPA,
OEPC e OEPM foram consideravelmente mais altas que a do padrdao. Quanto a TEAC, foi
visto que seria necessaria uma concentragdo muito baixa do Trolox para que se obtenha essa
mesma atividade antioxidante. Na literatura, a espécie P. attenuatum apresentou atividade
antioxidante com o uso do ABTS com CEso de 13,17 pg/mL para o extrato metanolico, de
20,35 pg/mL para o extrato etandlico e de 68,06 pg/mL paar extrato com acetato de etila
(Ohlyan et al., 2013). Outro estudo, no entanto, mostrou que o extrato etandlico das folhas de
P. sarmentosum teve CEso estabelecida em 176,4 pg/mL e o extrato aquoso das folhas, em
793,57 pg/mL. Devido a tais elevadas concentragdes, essa outra espécie ndo foi classificada
como antioxidante (Nguyen et al., 2020). Assim também considera-se que os 6leos OEPA,

OEPC e OEPM possuem baixo potencial antioxidante frente ao radical ABTS.

6.5 Classificagdo da citotoxicidade

Segundo a classificagdo utilizada por Rodrigues et al. (2014), um composto ¢
considerado muito ativo quando a inibicdo do crescimento celular é maior que 95%. Do
mesmo modo, caso a amostra provoque inibicdo entre 70 e 90%, ¢ classificado como
moderadamente ativo. Entre 50 e 69%, ¢ tido como pouco ativo, ¢ se a inibi¢ao for inferior a
50%, inativo. A partir disso, ¢ possivel classificar a atividade citotoxica dos 6leos essenciais
testados neste ensaio, considerando-se, também, o valor do desvio padriao de cada amostra.

O dleo essencial de P. arboreum (OEPA) demonstrou-se moderadamente ativo em
todas as linhagens. No entanto, o OEPA atingiu maiores valores sobre HL-60, L929 e HT-29,
uma vez que a inibi¢do foi observada acima de 80% nessas linhagens. Além disso, o dleo
essencial de P. corcovadensis (OEPC) foi ativo na MCF-7 e moderadamente ativo na HL-60,
HT-29 e L.929. Na linhagem Vero CCL-81, o OEPC foi inativo, dada a inibi¢ao de 22,43%.
O ¢6leo essencial de P. marginatum (OEPM), por sua vez, foi moderadamente ativo na HL-60,

na HT-29 e na L929. Nas linhagens MCF-7 e Vero CCL-81, OEPM foi inativo. Apesar dos
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resultados apresentados, ndo se pode afirmar, porém, qual composto ou quais compostos
identificados na cromatografia sdo os responsaveis por essa atividade citotoxica. No entanto,
pode-se sugerir que o composto majoritario do OEPC (1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno)
tenha relagdo com essa atividade ja que representa cerca de 53% da composi¢do desse 6leo.
Para isso, sdo necessarios ensaios utilizando esse composto isolado.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US NCI), ¢ ideal
que produtos e extratos naturais tenham Clso inferior a 20 pg/mL, enquanto compostos
purificados, inferior a 4 pg/mL (Geran et al., 1972). No que se refere as concentragdes
inibitorias médias estabelecidas, o OEPA obteve os menores valores nas linhagens tumorais,
sendo inferiores a 20 pg/mL para HL-60 e HT-29. Além disso, ndo foi estabelecida Clso de
nenhum oOleo para a linhagem Vero CCL-81, mostrando um padrdo quanto a menor
citotoxicidade para esta linhagem. Nesse quesito, destaca-se 0 OEPC, que ndo possuiu Clso
em nenhuma das duas linhagens ndo tumorais utilizadas no experimento.

Outrossim, os indices de seletividade mostraram que tanto o OEPA quanto o OEPC e
OEPM foram mais seletivos para linhagem tumoral HT-29 em relacdo a linhagem nao
tumoral L929. O OEPC também demonstrou-se mais seletivo para a linhagem MCF-7. J4 em
relacdo a Vero CCL-81, o OEPA foi mais seletivo para todas as linhagens tumorais, o OEPC
para MCF-7 e HT-29, e OEPM para HT-29. Logo, os 6leos essenciais de Piper, apesar de
serem citotoxicos de maneira geral, foram mais seletivos para as células cancerigenas. Com
isso, observa-se um resultado promissor para a area da cancerologia experimental, sendo esses
Oleos essenciais bons candidatos a outros estudos que aprofundem o conhecimento acerca de

seus mecanismos de acao.
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7. CONCLUSAO

Os compostos majoritarios dos Oleos essenciais de P. arboreum (OEPA), de P.
corcovadensis (OEPC) e de P. marginatum (OEPM) s3o o a-Zingibereno, o 1-butil-3,4-
metilenodioxibenzeno e a (E)-Isoelemicina, respectivamente. Além disso, OEPA, OEPC e
OEPM apresentaram baixa atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS.

Ademais, os Oleos inibiram linhagens cancerigenas e nao-cancerigenas ¢ possuiram
Clso promissoras para as linhagens cancerigenas. Ja os indices de seletividade mostraram que
OEPA, OEPC e OEPM foram mais seletivos para MCF-7 (cancer de mama humano), HL-60
(pré-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda) HT-29 (cancer colorretal humano) que
para a L.929 (fibroblasto do tecido conjuntivo subcutaneo de Mus musculus) e Vero CCL-81
(célula epitelial de rim de Cercopithecus aethiops).

Diante do exposto, acredita-se que este estudo sera importante para a constru¢ao de
outros trabalhos que investiguem mais a respeito da fitoquimica e de outras atividades
biologicas das espécies de Piper, bem como contribuird para a busca de inovagdes

terapéuticas para a saide humana e animal.
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