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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de indmeras doencas vem
ganhando destaque, devido a uma gama de compostos bioativos que contribuem para
a pesquisa e descoberta de novos farmacos para a utilizagdo na terapéutica. O género
Piper, abrange cerca de 2000 espécies distribuidas em regibes tropicais e
subtropicais. Na medicina popular, sado utilizadas para o tratamento de bronquite,
dores intestinais, irritacdes e inflamacdo da pele e na preparacdo de bebidas
cerimoniais. Tendo em vista a importancia da identificacdo de novas substancias, com
estudos de atividades bioldgicas, a fim de proporcionar alternativas efetivas, este
estudo avaliou a composicdo quimica, atividades antitumoral, anti-inflamatéria e
antioxidante dos O6leos essenciais de espécies de Piper regnelli, Piper
gaudichaudianum, Piper xylosteoides e Piper mikanianum. Os 6leos essenciais das
espécies de Piper foram obtidos por hidrodestilacdo e analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Quimicamente, ambos 0s
Oleos apresentaram os compostos 3-selineno (14,2%), bicyclogermacreno (26,30%),
apiol (35,11%) e espatulenol (15,83%) identificados como majoritarios
respectivamente para as amostras de P. gaudichaudianum, P. mikanianum, P. regnelli
e P. xylosteoides. Com relacdo a atividade antitumoral, o 6leo de P. regnelli
demonstrou uma inibigao de 87,27% e 97% na viabilidade frente as linhagens SiHa e
MCF-7, respectivamente. Para P. xylosteoides os resultados mostraram que o0
tratamento induziu uma inibicdo de 94% e 96% na viabilidade de linhagens SiHa e
MCF-7, respectivamente. Para o ensaio antiquimiotaxico as amostras de P.
gaudichaudianum e P. mikanianum apresentaram inibicdo na migracéo de neutrofilos.
Os resultados mostraram uma inibicdo significativa (p<0,05) na faixa de 0-72,2% e
8,6-100% para P. gaudichaudianum e P. mikanianum, respectivamente nas
concentracOes testadas. Em P. regnelli o percentual de inibicdo foi de 21,3-50,6% e
em P. xylosteoides o perfil de inibicdo de 68,5-100%. A aplicacdo topica de P.
xylosteoides nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg inibiu o edema de orelha induzido pelo
Oleo de croton em 31, 19, 15,90 e 5,20% dos camundongos, respectivamente. As
amostras testadas na concentracéo de 500 pg/mL apresentaram um baixo perfil de
inibicdo no ensaio TBARS, com 20,0% e 25,6% para P. regnelli e P. xylosteoides,
respectivamente. Esses resultados mostram a variabilidade da composi¢cdo quimica

dos dleos essenciais das espécies Piper, bem como seu importante efeito antitumoral



e anti-inflamatodrio. Desta forma, uma amostra com capacidade antitumoral, anti-
inflamatoria e antioxidante poderia ser uma alternativa para o desenvolvimento de
novas substancias em terapia, diminuindo os sintomas e acelerando o processo de
cura. Além disso, a atividade antitumoral do O6leo essencial de Piper regnelli
apresentou efeitos citotoxicos em células de cancer uterino humano (SiHa) e
adenocarcinoma de mama (MCF7), sendo uma espécie promissora nessa busca de
novas substancias para atividade antitumoral, obtendo resultados satisfatorios quando

comparado com outras amostras.

Palavras-Chave: Atividade antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante, Piper spp.,

6leos essenciais.



ABSTRACT

The use of medicinal plants for the treatment of numerous diseases has been gaining
prominence, due to a range of bioactive compounds that contribute to the research
and discovery of new drugs for use in therapeutics. The genus Piper comprises about
2000 species distributed in the tropical and subtropical regions. In folk medicine, they
are used to treatment bronchitis, intestinal pains, skin irritations and inflammation, and
in the preparation of ceremonial drinks. Considering the importance of identifying new
substances, with studies of biological activities, in order to provide effective
alternatives, this study evaluated the chemical composition, cytotoxic, anti-
inflammatory and antioxidant activity of essential oils from species of Piper regnelli,
Piper gaudichaudianum, Piper xylosteoides and Piper mikanianum. Essential oils from
Piper species were obtained by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). Chemically, both oils showed B-selinene
(14.2%), bicyclogermacrene (26.30%), apiole (35.11%) and spathulenol (15.83%)
identified as majorities respectively for P. gaudichaudianum, P. mikanianum, P. regnelli
and P. xylosteoides. Regarding antitumour activity, P. regnelli oil showed an inhibition
of 87.27% and 97% in viability against SiHa and MCF-7 cells, respectively. P.
xylosteoides the results showed that the treatment induced an inhibition of 94% and
96% in the viability of SiHa and MCF-7 cells, respectively. For the antichemotactic
assay, the samples of P. gaudichaudianum and P. mikanianum showed inhibition of
neutrophil migration. The results showed a significant inhibition (p <0.05) in the range
of 0-72.2% and 8.6-100% for P. gaudichaudianum and P. mikanianum, respectively in
tested concentrations. In P. regnelli the inhibition percentage was 21.3-50.6% and in
P. xylosteoides the inhibition profile of 68.5-100%. Topical application of P.
xylosteoides at doses of 25, 50 and 100 mg/kg inhibited croton oil-induced ear edema
in 31.19, 15.90 and 5.20% of mice, respectively. Samples tested at concentration of
500 pg/mL showed a low inhibition profile in TBARS assay, with 20.0% and 25.6% for
P. regnelli and P. xylosteoides, respectively. These results show the variability of the
chemical composition of essential oils from Piper species, as well as their important
antitumour and anti-inflammatory effects. In addition, a sample with antitumor, anti-
inflammatory and antioxidant capacity suggest effective alternatives for the
development of new substances in therapy, decreasing symptoms and accelerating

the healing process. In addition, the antitumour activity of P. regnelli essential oil



showed cytotoxic effects on human uterine cervix (SiHa) and brest adenocarcinoma
(MCF-7), being a promising species in this search for new substances for antitumor

activity, obtaining satisfactory results when compared to with other samples.

Keywords: Antitumour, anti-inflammatory and antioxidant activities, Piper spp.,

essential oils.



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ae e eaennanes 17
OBUJIETIVOS ...ceeeeiieiee ettt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e s s s bt e e e eeeeeeeesnnnnbraeeeeaens 23
CAPITULO | - REVISEO TEOMCA ....v.vvvevieiieieieieieeieieiee st nenens 27
1. OlEOS ESSENCIAIS. ......cueereeeeeeeeeieeeeeeeeeit et et et et et et et e et et e et et eeteeteeteeteseeeaenaeeeeeens 29
1.2 Funcdes biologicas dos 0leos essenciais nas plantas ...........cccccoeeeeevveveeivnnnnnn. 31
1.3 ROt BIOSSINTELICA ...ccceee oo e 33
1.4 Atividades biol0gicas dos Gle0S €SSENCIAIS..........uuveieiiieeiiiiiiiiiiieeeee e 36
1.4.1 Atividade anti-inflamatoria.............cccoeeee e, 37
1.4.1.1 Atividade antiqUIMIOtAXICA ........cuuvvrieiieieeee e 39
1.4.1.2 Atividade antiedematogeniCa .........cceeeeeeeeiiiiiiiiiiee e e 40
1.4.2 Atividade antioXidante .......ccooeeeeieeieee e 40
1.4.2.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)...........cccevvvvvvvnnnnn. 42
1.4.2.2 Reacao com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).........cccccoeeiiiiiieiiieeiiinn, 42
1.4.3 Atividade antitumoral..........coooooeeiiiiii 43
1.5 Consideragfes sobre a familia Piperaceae............cccccceeiiiiiiiiiiieiiiiee e 45
1.5.1 Consideragdes sobre 0 género PIPEr ... 46
CAPITULO II - Chemical composition and anti-inflammatory activity of the essential
oils of Piper gaudichaudianum and Piper mikanianum.............ccccooeeiiiiiieee, 53
CAPITULO Il - Biological activities of the essential oil of Piper regnelli (Mig.) C. DC.
and Piper xylosteoides (Kunth) Steud. ..o 75
DISCUSSAO GERAL .....ouveieceeeeeeeeeee ettt ettt eae e eae e 105
CONCLUSOES ...ttt 113
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt e et et eetesaeeae e eee e 117






INTRODUCAO







19

Apesar dos estudos na medicina moderna apresentarem um grande crescimento
ao longo dos anos, a utilizacdo de plantas para fins terapéuticos continua sendo uma
pratica largamente empregada. Nesse sentido, estudos entre o uso de plantas
medicinais relacionados aos conhecimentos tradicionais, tém sido conduzidos em
diferentes contextos. As pesquisas desenvolvidas estdo direcionadas para o ambito
farmacoldgico de produtos naturais, devido a utilizacdo e aceitacdo crescente pela
populacdo em tratamentos medicinais (Bolson et al., 2015). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, as plantas medicinais apresentam muitos beneficios e as define

como a melhor e maior fonte de medicamentos para a humanidade (Neto et al., 2020).

Dentre os constituintes do metabolismo secundéario das plantas estdo os 6leos
essenciais destacando-se pelas importantes propriedades terapéuticas. Os OE sé&o
substancias complexas, de baixo peso molecular, volateis e geralmente liquidas a
temperatura ambiente (Beltrame et al., 2010). Devido a isso, essas substancias
apresentam relevancia e despertam interesse em varias aplicagbes, como nas
industrias alimenticia, farmacéutica, perfumaria, cosmética, entre outras (Stanojevic
et al.,, 2015). Destacam-se, também, pelos seus efeitos biolégicos, tais como:
atividades anti-inflamatoria, antioxidante, antifangica, antiviral, dentre outras
(Carrasco et al., 2015).

Dentre os medicamentos mais empregados pela populagéo, os anti-inflamatorios
nao esteroides usados com intuito de reduzir processos relacionados a inflamacéo,
como dor e febre. Porém, estudos relatam que a administracdo prolongada desses
medicamentos produz uma série de reacbes adversas relacionados ao trato
gastrointestinal, com lesbes da mucosa, sangramento, Ulcera péptica e perfuracdo
intestinal. De acordo com estudos citados na literatura, esses medicamentos
aumentam a incidéncia de problemas renais, necrose tubular aguda, toxicidade

cardiovascular, hipertensao arterial e sindrome nefrética (Taofiq et al., 2015).

Alguns problemas encontrados quanto ao tratamento com anti-inflamatérios,
como aumento da resisténcia e dos efeitos colaterais da medicagdo convencional
justificam a continua busca de novas substancias mais eficazes, menos toxicas e de

baixo custo (Zuzarte et al., 2013). Ainda, estudos realizados para a descoberta de
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novos compostos provenientes de produtos naturais, mostram que estes sao mais

seguros e apresentam menos efeitos colaterais (Mulaudzi et al., 2013).

Além da investigacé@o da atividade anti-inflamatoria, outros estudos séo citados
na literatura e grande importancia para a descoberta de novos compostos bioativos
com interesse farmacoldgico. Dentre eles vale destacar estudos de citotoxicidade,
ensaios baseados na avaliacdo da interferéncia induzida por agentes quimicos nos
processos metabolicos celulares e na investigacdo a respeito da maneira em que
esses processos podem vir a intervir no crescimento/multiplicacdo celular, dessa
forma, diminuindo o nimero de células viaveis se comparado com culturas controles
nao-tratadas (Freshney, 1994; Vinken; Blaauboer, 2017).

Associado aos efeitos anti-inflamatorios e citotoxicidade, a massiva producéao de
espécies reativas de oxigénio € gerada no organismo como uma consequéncia
relacionada a bioenergética mitocondrial, metabolismo oxidativo e funcdo imune
(Roleira et al., 2015). Dessa forma, essas espécies reativas no estado redox, tém
influéncia direta nas fases do ciclo celular GO/G1 para S e G2 para M (Menon;
Goswami, 2007). Como consequéncia, desequilibrios constantes ocorrem levando ao
desencadeamento da proliferacdo e morte celular, gerando doencas proliferativas
como o cancer (Goetz; Luch, 2008). Portanto, a associacao de efeito anti-inflamatoério
e antioxidante a atividade citotdxica para 6leos essenciais, torna-os um importante
alvo na investigacéo de novas substancias, com a finalidade de acelerar o alivio dos
sintomas, favorecer a cura e prevenir a propagacao de doencas, além de evitar o

desenvolvimento de cronicidade.

O género Piper L., pertence a familia Piperaceae, com cerca de 2000 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais. Sado muito utilizadas como
condimentos e no tratamento de algumas doencas (Gogosz et al., 2012; Branquinho
et al.,, 2017). Alguns usos populares sao relatados para as espécies deste género,
como no tratamento de dores intestinais, irritacdes e inflamacéo da pele, entre outras
(Brait et al., 2015).

Ainda existem poucos estudos envolvendo a pesquisa com 0leos essenciais e

propriedades biolégicas das espécies de Piper L. Considerando que os 0leos
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essenciais sdo possiveis fontes naturais para o desenvolvimento de novos
medicamentos, este grupo de compostos possui grande importancia tanto para a
populacdo quanto comercialmente. Portanto, é importante destacar que os relatos da
literatura demonstram que as espécies do género Piper L., possuem importantes
atividades como antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, dentre outras (Mou et
al., 2021; Silva et al., 2021; Nickavar; Malekitabar, 2022; Saikia et al., 2022).

Entretanto, poucos sao os relatos cientificos relacionados a composi¢ao quimica
do Oleo essencial de algumas das espécies desse género, e escassos 0s estudos de
atividades biologicas relacionadas com as mesmas. Com base no exposto, este
estudo objetiva a investigacdo da atividade anti-inflamatoria, a fim de encontrar
alternativas terapéuticas na medicina, baseados em relatos popularmente ja

conhecidos.






OBJETIVOS
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Tendo em vista a importancia da identificacdo de novas substancias com
potenciais atividades bioldgicas, este projeto tem como objetivo a avaliacdo da
composi¢cdo quimica, atividade citotoxica, anti-inflamatoria e antioxidante dos 6leos

essenciais de espécies de Piper, coletadas no Rio Grande do Sul.

Os objetivos especificos deste trabalho abrangem:

o Obtencdo dos Oleos essenciais de espécies de Piper L. coletadas no Rio

Grande do Sul, pelo método de hidrodestilacao utilizando aparelho tipo Clevenger;

o Identificacdo dos compostos do 6leo volatil por cromatografia a gas, acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM);

o Quantificagcdo dos componentes quimicos dos 6leos essenciais obtidos pela
técnica de cromatografia a gas, acoplada a detector por ionizacdo de chama (CG-
DIC);

o Avaliacdo da atividade antitumoral dos 6leos essenciais obtidos;

o Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro através protecdo de peroxidacéo

lipidica pelo ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS);

o Avaliacdo da atividade antiquimiotaxica in vitro pelo método da camara de
Boyden e in vivo através do teste de edema de orelha em camundongos induzido por
Oleo de croton.






CAPITULO | - Revisdo Teérica
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Plantas medicinais para o tratamento de diversas doencas tém sido amplamente
utilizadas desde a antiguidade, constituindo uma gama de compostos bioativos, com
grande importancia para a pesquisa quimica e descoberta de novos farmacos para a
utilizag&o na terapéutica (Asadi-Samani et al., 2015). Como exemplos bem-sucedidos
dessa abordagem pode-se citar a artemisinina, substancia com acao antimalarica,
obtida de Artemisia annua, € conhecida na medicina chinesa pelo uso no tratamento
de febres, e a reserpina, alcaloide anti-hipertensivo, obtido de Rauwolfia serpentina,
que, por sua vez, € muito utilizada na medicina tradicional indiana, para picada de
cobra (Hassannia, 2020). Mesmo com a ampla utilizacdo de produtos naturais na
descoberta de novos medicamentos, muitos caminhos relacionados ao uso das
plantas na medicina tradicional sdo ainda inexistentes, justificando dessa forma, a

importancia de novas pesquisas de produtos farmacéuticos na medicina tradicional.

O metabolismo das plantas é composto por uma série de reacdes anabdlicas e
catabdlicas, provenientes de constituintes quimicos encontrados nos vegetais que sdo
sintetizados e degradados por essas reacdes. As plantas produzem substancias
chamadas metabdlitos secundarios, com o objetivo principal de defesa frente a
agressdes externas, a partir do desenvolvimento de mecanismos quimicos, e sao
esses 0s metabdlitos que dao origem a uma variedade de produtos comercializados
pelas industrias farmacéuticas, como medicamentos derivados de plantas medicinais.
Ainda que ndo sejam fundamentais para o crescimento das plantas, esses metabdlitos
possuem diversas atividades biologicas, despertando o interesse de pesquisadores
na busca de novos compostos bioativos, em prol de beneficios a saude humana e as
industrias farmacéuticas e alimenticias (pois muitas plantas medicinais e/ou seus
derivados tém sido comercializados como suplemento alimentar) tém-se dedicado a

estas investigacfes (Perigo et al., 2016; Li et al., 2020).

1. Oleos essenciais

Dentre os produtos do metabolismo vegetal mais promissores e com maior
facilidade de acesso para a pesquisa de compostos benéficos ao homem e aos
animais, encontram-se 0s 0leos essenciais, também chamados de esséncias ou 0leos
volateis. Os OE sé&o produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por

arraste de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressao dos pericarpos
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de frutos citricos (ISO 9235, 2013). Em geral, sdo misturas liquidas a temperatura
ambiente, que possuem uma série de substancias extraidas a partir de varias partes
das plantas arométicas (Zahran; Abou-Taleb; Abdelgaleil, 2017). De uma forma geral,
os Oleos apresentam diferentes coloracdes, dependendo da composicdo quimica,
variando de incolores, azul, amarelo claro, amarelo escuro ou alaranjado. Essas
substancias geralmente sdo solUveis em solventes organicos e imisciveis em agua
(Beltrame et al., 2010).

Os compostos presentes nos Oleos, responsaveis pelas propriedades
aromaticas e odoriferas das plantas, sdo pequenas moléculas que possuem baixo
peso molecular e apresentam uma alta presséo de vapor ou alta volatilidade (Rehman
et al., 2016; Bhavaniramya et al., 2019). Os mesmos sdo originados por vias
biossintéticas distintas, classificados por dois tipos de rota: a terpénica, que compde
0s terpenos, que basicamente séo classificados de acordo com o niumero de unidades
presentes no seu esqueleto de carbono (Cs), 0s quais originam-se pela via do acido
mevalbnico e pela via do metileritritol fosfato; e a aromética, que compde os
fenilpropanoides, constituidos por derivados fendlicos, resultantes do metabolismo do
acido chiquimico, que possuem trés carbonos ligados a um anel benzénico,
representando sua estrutura basica. Esses compostos podem apresentar em sua
constituicdo diversos grupos quimicos funcionais, como aldeidos, acidos, alcoois,
cetonas, oxidos, fendis, acetais, lactonas, éteres e ésteres. (Sangwan et al., 2001;
Asbahani et al., 2015; Carrasco et al., 2015; Yousefi et al., 2019).

Diversas técnicas sdo empregadas para extracdo de 6leos essenciais, como,
prensagem a frio, extracdo por refluxo de aguecimento (HRE), extracdo supercritica.
Contudo, métodos de destilacdo a vapor e hidrodestilagdo, como ja citados
anteriormente, sao as técnicas mais comumente empregadas (Chouhan et al., 2020).
Métodos cromatograficos como cromatografia em fase gasosa (CG) e a cromatografia
solido-liquido (CSL) e técnicas espectroscopicas como a espectrometria de massas
(EM), infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN)podem ser utilizados
para a andlise e identificacdo dos constituintes. Nesse sentido, devido as propriedades
de volatilidade e polaridade dos constituintes presentes nos oOleos, a técnica de
cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM), juntamente

com a determinacdo do indice de Kovats, indice de retencdo linear e tempo de
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retencao relativo, € considerada a técnica padrdo-ouro para misturas mais complexas
de produtos volateis (Rubiolo et al., 2010; Vunda, 2011).

Os 0leos essenciais podem ser sintetizados em todos os érgaos vegetais (botdes
florais, folhas, sementes, frutos, galhos/ramos, raizes, lenho ou cascas), sendo
secretados e armazenados em estruturas secretoras especificas e altamente
especializadas como tricomas glandulares, cavidades e canais/dutos de resina
(Bakkali et al., 2008; Donato et al., 2020; Li et al., 2020).

Alguns fatores bioticos e abidticos tém grande influéncia na composi¢cao quimica
e no rendimento dos Gleos essenciais, incluindo a genética das plantas bem como
alguns fatores estressantes como estresse hidrico, excesso de luz, pragas e ataque
de predadores. Ainda que essa diferenca de fatores prevaleca, € possivel que os 6leos
essenciais apresentem uma semelhanca na composicdo quimica e analise
quantitativa de uma planta pertencente a mesma familia botanica (Silvestre et al.,
2019).

Cerca de 60 familias botanicas, sdo caracterizados pela producdo de oleos
essenciais, como, por exemplo, Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae,
Myrtaceae, Poaceae e Rutaceae (Carson; Hammer, 2011). Aproximadamente 3000
Oleos essenciais sdo explorados pelas industrias e, destes, 300 possuem um valor
agregado as industrias alimenticias, farmacéuticas, sanitarias, cosméticos, perfumes
e agrondémicas (Stanojevic et al., 2015; Castro et al., 2017; Tariqg et al., 2019; Yousefi
et al., 2019).

1.2 Funcdes bioldgicas dos 6leos essenciais nas plantas

Por um longo tempo, os Oleos essenciais foram considerados como um
“desperdicio” fisiolégico (Simdes; Spitzer, 2004), e até mesmo, como um residuo do
metabolismo vegetal (Gang, 2004). A sintese desses compostos tem uma grande
importancia nas plantas e, nesse sentido, inumeras hipoteses foram levantadas ao
longo dos anos para explicar tais fatos. Assim, a comprovacao que se tem é que 0s

Oleos essenciais exercem importantes funcées na fisiologia vegetal. Embora, mesmo
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nao sendo requeridos para o processo do metabolismo primario, esses compostos

sdo fundamentais para a manutencao da espécie (Gang, 2005).

Os Oleos essenciais possuem um papel importante na natureza, na defesa das
plantas contra seus inimigos naturais, como os herbivoros (Bakkali et al., 2008),
exercendo funcdes nas interagdes entre planta-planta, e planta-inseto (Glinwood;
Ninkovic; Pettersson, 2011). Estudos indicam um mecanismo de sinalizacéo imediata
desses 6leos dentro da planta. Nesse sentido, devido ao ataque desses herbivoros
ou patdgenos, as plantas liberam substancias quimicas capazes de desempenhar
papeis importantes no comportamento e nas interacdes das plantas. Esses compostos
organicos volateis liberados auxiliam as plantas a se adaptarem ao estresse abiético,
colaborando para a termotolerdncia e remoc¢do de espécies reativas de oxigénio
(Glinwood; Ninkovic; Pettersson, 2011).

Esses metabolitos pertencentes aos 0Oleos exercem diferentes fungbes no
vegetal. Além da protecdo contra o ataque de herbivoros e microrganismos,
destacam-se pela inibicdo da germinacao, atracao de polinizadores, protecéo contra
perda de agua (Santos et al., 2004) e atracdo de disseminadores de sementes,
facilitando assim a perpetuacdo das plantas (Gang, 2005; Bakkali et al., 2008;
Rehman et al., 2016; Le6n-Méndez et al., 2019).

O papel desses compostos volateis entre plantas é bem discutido na literatura.
Por exemplo, compostos volateis terpénicos como linalol, farneseno e E-nerolidol apds
a alimentacéo de lagartas, liberados por mudas de milho, auxiliam as vespas parasitas
femininas Cotesia marginiventris (Cresson) a localizar seus hospedeiros. Outro
exemplo é da espécie Cuscuta pentagona Engelm, que utiliza compostos volateis de
espécimes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) e trigo (Triticum aestivum L.)

para localizar seu hospedeiro (Huang; Osbourn, 2019).

Adicionalmente, outras atividades também sao citadas para alguns compostos
presentes nos 06leos essenciais, como é o caso da atividade alelopéatica sobre a
germinacao de sementes e no crescimento de plantulas. Em estudos realizados com
Oleos essenciais de Schinus molle L., demonstraram que este causou a inibicdo da

germinacdo da radicula de Triticum aestivum L. (Zahed et al., 2010). De natureza
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igual, verificou-se atividade inibitoria do 6leo de Eucalyptus camaldulensis Denhnh. e
Lantana camara L. sobre a germinacdo de Amaranthus hybridus L. (Verdeguer;
Blazquéz; Boira, 2009).

1.3 Rota Biossintética

A diversidade de metabdlitos primarios e secundarios é produzida pelas plantas
com importantes fungbes para 0 seu crescimento e desenvolvimento. Entre esses
metabdlitos, terpenos ou terpenoides constituem uma vasta classe e com uma grande
variedade estrutural presente nos produtos naturais, com cerca de 80.000 entidades
citadas até o momento, dentre eles, inclui organismos vivos e as plantas. Séo
classificados em hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cais),
diterpenos (C2o), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Caso) (Nagegowda; Gupta, 2020).

Os terpenos sao basicamente hidrocarbonetos oriundos a partir de unidades de

isopreno (Figura 1) de cadeia aberta ou ciclica, classificados pelo nimero de unidades
de cinco carbonos (CsHs) presentes em sua estrutura basica (Mahmoud; Croteau,

2002; Oz et al., 2015).
)\/ )\/

unidade isopreno isopreno

Figura 1: Unidade basica de formacao dos terpenos

Em 1880, a palavra “terpenos” foi designada pela primeira vez por Kekulé para
nomear compostos CioHis encontrados na terebintina. Alguns anos depois, em 1887,
entrou em vigor a “regra do isopreno” adotada por Wallace, onde sugeriu a formagao
dos terpenos por duas ou mais unidades de isopreno. Por conseguinte, Leolpol
Ruzicka no ano de 1950, prop6és uma nova regra biogenética ao isopreno, que
consiste em estruturas conhecidas dos isoprenoides, monoterpenos, sesquiterpenos
e diterpenos. Assim, a rota do mevalonato foi desvendada através da elucidagéo da

biossintese do colesterol e do ergosterol, chamada de via Unica da biossintese de
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terpenos. Logo, a partir de desequilibrio encontrado na rota do mevalonato, avaliou-
se a condensacao de D-gliceraldeido-3-fosfato e piruvato ativado por acetaldeido,
com consequente ligacao cabeca-cabeca, pelo qual resulta na sintese de 1-desoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DOXP), como o primeiro precursor desta nova via chamada de

desoxixilulose fosfato/metileritritol fosfato (Zuzarte; Salgueiro, 2015).

Os terpenos formam-se através de duas importantes vias, a via do
acetato/mevalonato destacando-se como via principal (Dewick, 2009). A rota do &cido
mevaldnico ocorre no citoplasma e, nos cloroplastos, ocorre a via deoxixilulose
fosfato/metileritritol fosfato (Ma et al., 2019). Inicialmente, na rota do acido mevalbnico
ocorre a reagdo de trés moléculas de acetil-CoA, que formam o acido mevalénico,
resultando no pirofosfato de isopentenila (PIP), apds sofrer reacdes de piro
fosforilacdo, descarboxilagdo e desidratacdo, constituindo a unidade béasica na
construcéo dos terpenos. Outra forma de ocorréncia do PIP se da através da rota do
desoxixilulose fosfato/metileritritol fosfato, na qual trés atomos de carbonos derivados
do piruvato e gliceraldeido-3-fosfato combinam-se entre eles e € convertido em PIP,
a partir do intermediario da glicose. Dessa forma, esse composto é transformado em
seu isdbmero difosfato de dimetilalina (DDMA), o qual é sintetizado pela rota
desoxixilulose fosfato/metileritritol fosfato de ocorréncia nos cloroplastos, com
grupamento de saida o oxigénio-pirofosfato (OPP). Ap6s ocorre a dimerizacao,
através da protonacédo do seu oxigénio e, formacao do carbocation alélico, formando

o difosfato de geranila (Dewick, 2009).

Portanto, o PIP e seu isdmero formam as principais unidades pentacarbonadas
no desenvolvimento dos terpenos. Eles combinam-se entre si, para formar moléculas
maiores. Para a formacdo dos monoterpenos o PIP e o DDMA se condensam para
formar o difosfato de geranila, composto formado de 10 atomos de carbono. O
difosfato de geranila, pode entdo reagir com outra molécula de PIP, e formar o
difosfato de farnesila, composto formado por 15 atomos de carbono e precursor dos
sesquiterpenos. E por fim, o difosfato de farnesila se liga a outra molécula de PIP,
formando assim, o difosfato de geranilgeranila, composto com 20 atomos de carbono
(Figura 2) (Dewick, 2009, Nagegowda; Gupta, 2020).
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Figura 2. Representacdo esquematica da biossintese de terpenos e fenilpropanoides em plantas.
Adaptado de Zuzarte e Salgueiro (2015).

Os fenilpropanoides, constituem um importante grupo de metabdlitos, formados

a partir da via do acido chiquimico responsaveis pela reproducéo e defesa das plantas
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(Irani et al., 2019; Zhang et al., 2020). Deriva do aminoéacido fenilalanina que, a partir
de uma reacado catalisada por L-fenilalanina amonialiase, é convertido em acido
cindmico (Figura 2) (Sa et al., 2014). Estruturalmente, os fenilpropanoides séo
constituidos por um anel aromatico unido a uma cadeia de trés carbonos (Bravo,
1998). Esse grupo de metabdlitos compreende uma série de estruturas que por acées
de enzimas e complexos enzimaticos, por sua vez provocam condensacao, ciclizacao,
aromatizacdo, hidroxilacdo, glicosilacdo, acilacdo, pré-alquilacdo, sulfatacdo e
reacOes de metilacdo especificas (Noel; Austin; Bomati, 2005). Ainda, o eugenol e
isoeugenol, compostos volateis, podem ser transformados a partir de alguns
intermediarios formados através de acetato de coniferil catalisados por eugenol
sintase e isoeugenol sintase (Koeduka et al., 2006). Por fim, alguns compostos ainda
podem gerar metileugenol e isometileugenol, por sofrer metilacdo, e assim

sucessivamente (Dudareva et al., 2006).

1.4 Atividades bioldgicas dos 6leos essenciais

Diversas atividades biologicas de 6leos essenciais tém sido estudadas ao longo
dos anos. Efeito bactericida, virucida, fungicida, antiparasitario, inseticida, anti-
inflamatorio, anticancer, antioxidante e em doencas cardiovasculares e diabetes foram
reportados (Cabral et al., 2015; S& et al, 2015; Boukaew; Prasertsan;
Sattayasamitsathit, 2017; Tariq et al., 2019; Mou et al., 2021; Silva et al., 2021;
Nickavar; Malekitabar, 2022; Saikia et al., 2022). Apesar dos 6leos apresentarem uma
grande variedade de atividades bioldgicas, o interesse pela industria farmacéutica,
cosmética e de alimentos é destacado pelas propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatérias e antioxidantes (Sa et al., 2015; Carvalho; Estevinho; Santos, 2016;
Orhan-Yanikan et al., 2019; Zhu et al., 2020b; Cisarova et al., 2020).

Um aspecto que deve ser considerado é a utilizagcdo dos Oleos essenciais na
industria cosmeética, desde os tempos antigos, com importancia para a saude, beleza
e bem-estar. Nas Ultimas décadas, a preocupag¢ao com possiveis riscos para a saude
humana com a utilizacdo de componentes sintéticos como é o caso dos parabenos,
utilizados como conservantes em produtos cosméticos, se torna relevante o uso de

compostos naturais (Carvalho; Estevinho; Santos, 2016; Cheng et al., 2020).
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Outro fator importante destacado pela utilizacdo dos 6leos, é que sdo moléculas
com a capacidade de atuar como quimiossensibilizantes (exemplo timol), com objetivo
de potencializar o efeito quando associado a outra substancia, aumentando, dessa
forma, a eficicia do produto, com menor toxicidade, genotoxicidade e a reducéo de
dosagens consideraveis quando comparado com os 0leos individuais (Ahmad et al.,
2013; Raut; Karuppayil, 2014).

De uma maneira geral, embora sejam uma matriz complexa, as atividades
biolégicas de um 6éleo essencial costumam ser atribuidas a dois ou trés compostos
majoritarios. Contudo, pesquisas evidenciaram que sinergismo ocorre e pode estar
relacionado a presenca de compostos minoritarios e majoritarios, atuando assim de
forma combinada, potencializando o efeito do 6leo quando comparados aos

compostos isolados (Ribeiro-Santos et al., 2017; Donato et al., 2020).

1.4.1 Atividade anti-inflamatéria

A inflamag&o é uma reacgéo dos tecidos vascularizados frente a uma leséo ou
dano, que se da pela saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio,
propiciando ativacdo de alguns mecanismos para dar inicio ao processo de cura no
tecido lesado (Elsayed et al., 2014). Envolve componentes celulares e moleculares,
sendo uma resposta inespecifica frente a uma agressao especifica. Vermelhidao,
calor, inchagco e dor sdo algumas das caracteristicas mais evidenciadas nesse
processo (Elgorash; McGaw, 2019). A resposta inflamatdria pode ser aguda (rapida)
ou crbnica (longa). Na fase aguda, ha acimulo de mediadores inflamatorios e glébulos
brancos, aumentando o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular. Em seguida a
resposta inflamatéria cronica ocorre de forma despercebida, sem sinais e sintomas
aparentes e muitas vezes € negligenciada até que a doenca se torne clinicamente
aparente (Liu et al., 2021). Nesse sentido, a reduc¢do ao dano tecidual através da
regulacédo ou modulacao a resposta inflamatoria ou imunoldgica, pode ser atribuida a
substancias com a capacidade de inibir a migracéo celular ou até mesmo a producéo
de citocinas pré-inflamatérias envolvidas no processo de recrutamento celular (Melo
etal., 2011).
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Muitos mediadores inflamatérios resultam de eventos vasculares que estao
presentes na resposta inflamatdria. Estes, por sua vez, agem em apenas um ou mais
receptores especificos que estdo presentes na membrana de diferentes tipos de
células. Enzimas especificas sdo as responsaveis pela degradacédo de grande parte
dos mediadores no sitio da sintese (Ansar; Ghohs, 2016). Entéo, diversos mediadores
guimicos se fazem presentes nesse processo, com grande importancia, dentre eles,
histamina, bradicinina, citocinas, leucotrienos, quimiocinas, entre outros (Liu et al.,
2021).

Durante a inflamacao, os macréfagos ativados sédo capazes de produzir espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies de nitrogénio reativo (RNS) induzindo a
oxidacao de acidos nucleicos, proteinas e lipidios. A oxida¢éo de acidos graxos poli-
insaturados gera aldeidos reativos que podem difundir em toda a célula (Gupta et al.,
2021).

Desta maneira, doencas inflamatérias crénicas como asma, artrite reumatoide,
esclerose mudiltipla, doenca inflamatéria intestinal e psoriase, doencas
cardiovasculares e metabdlicas, podem ser desencadeadas se ndo controladas,
comprometendo o manejo destas (Nguyen et al., 2020). Portanto, a reducdo no
recrutamento dos leucécitos, com tratamentos adequados, como o uso de substancias
ou farmacos, representa uma interessante alternativa terapéutica para o tratamento

dessas doencas (Kunnumakkara et al., 2018).

Sendo assim, muitas substancias de origem sintética sdo utilizadas na estratégia
terapéutica; contudo irritacdo gastrointestinal, aumento do risco de infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral, sdo alguns dos diversos efeitos colaterais
associados a essas substancias observadas nesse ambito (Nguyen et al., 2020).
Portanto, o emprego de plantas medicinais e na medicina tradicional sdo uma

alternativa no tratamento dessas desordens inflamatorias (Lui et al., 2016).

Relatos da literatura indicam propriedades anti-inflamatérias para Oleos
essenciais por diferentes mecanismos de acéo (Ascari et al., 2019). Por exemplo, a
atividade antiedematogénica avaliada pelo método de edema de pata de rato induzido

por carragenina foi observada para o 6leo essencial Artemisia sieberi (Pishgahzadeh;
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Shafaroodi; Asgarpanah, 2019). Os 06leos essenciais de Bunium incrassatum e
Bunium alpinum demostraram efeito inibitorio através do método de desnaturacéo
proteica (albumina) (Hayet, Hocine; Meriem, 2017). O O6leo das folhas de
Cinnamomum glanduliferum indicaram uma redugéo significativa da atividade da
COX-2 e da concentracdo sérica de PGR2 (Azab; Jaleel;, Eldahshan, 2017). Da
mesma forma, o Oleo essencial de Zingiber officinale demonstrou efeito
antiquimiotéxico in vitro e in vivo a partir da estimulagcdo por caseina (Melo et al.,
2011). Para compostos monoterpénicos (1,8-cineol), sesquiterpénicos (farnesol) e
fenilpropanoides (eugenol) isolados também é descrito efeito anti-inflamatoério (Kim et
al., 2003; Sa et al., 2013; Sa et al., 2015; Arigesavan; Sudhandiran, 2015) Os 06leos
essenciais de Bunium incrassatum e Bunium alpinum mostraram um efeito inibitorio
através do método de desnaturacdo proteica (albumina) (Hayet; Hocine; Meriem,
2017). Nesse sentido, o 6leo das folhas de Cinnamomum glanduliferum (Wall.) Meisn.
indicaram uma reducdo significativa da atividade da COX-2 e da concentracao sérica
de PGR2 (Azab; Jaleel; Eldahshan, 2017). Da mesma forma, o 6leo essencial do
género Zingiber officinale demonstrou efeito antiquimiotaxico in vitro e in vivo a partir

da estimulacédo por caseina (Melo et al., 2011).

1.4.1.1 Atividade antiquimiotaxica

Leucdcitos polimorfonucleares predominam na fase inicial no processo
inflamatério, com consequente migracdo da circulacdo sanguinea ou local de
armazenamento até o local da injuria. Esse mecanismo pelo qual ocorre 0 processo
migratério de células é denominado de quimiotaxia. Agentes quimiotdxicos como
citocinas e ativacdo de células endoteliais agem na regulacdo desse processo
(Wedepohl et al., 2012). Estudos evidenciam que produtos de origem vegetal como,
Asplenium serra Langsd. & Fisch., Didymochlaena truncatula (Sw.) J. Sm.,
Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand, apresentam mecanismos com capacidade
de inibicdo da migracao leucocitaria, favorecendo multiplas descobertas relacionadas
a atividade anti-inflamatéria na defesa contra microrganismos patogénicos (Andrade
et al., 2011; Ramirez et al., 2011; Barros et al., 2013; Andrade et al., 2014; Dresch et
al., 2014).



40

Uma das formas de avaliar a migracéo leucocitaria de forma in vitro é pelo
método da camera de Boyden que avalia a quimiotaxia ou antiquimiotaxia de uma
determinada substancia. Na quimiotaxia, ocorre a migracdo de inUmeras células
(leucocitos) através de um filtro quando estas sdo adicionadas no compartimento
inferior da camera, no segundo caso, a antiquimiotaxia, no compartimento superior, &
acrescentado um composto de caracter anti-inflamatério a ser avaliado, impedindo

assim o processo de migracao dessas células (Entschladen et al., 2005).

1.4.1.2 Atividade antiedematogénica

Além do processo quimiotaxico, o ensaio de edema de orelha avalia a atividade
anti-inflamatéria tépica de substancias e farmacos, sendo um método que permite
verificar a atividades de compostos no edema induzido por agentes irritantes (Gabor,
2000). Assim, estudos de 06leos essenciais sdo descritos na literatura com potencial
antiedematogénico que se da por meio do mecanismo da avaliacdo pela aplicacdo do
Oleo de croton em um processo inflamatério agudo (Boukhatem et al., 2014). O
composto 12-o-tetraanoilforbol-13-acetato (TPA) esta presente no 6leo de croton,
como principal agente irritante. Desta forma, o TPA ativa a proteina quinase C (PKC),
gue, por conseguinte, ativa a fosfolipase A2 (PLA2), levando a um aumento de fator
de ativacdo plaquetaria e acido araquidénico. Esses eventos ativam alguns processos
de permeabilidade vascular, vasodilatacdo, migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, liberagdo de histamina e serotonina (Wang et al., 2001).

1.4.2 Atividade antioxidante

espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS),
assim como os radicais de superoxido, hidroxido e 6xido nitrico, podem danificar o
DNA levando a oxidacao de lipidios e proteinas nas células. As EROS, por sua vez,
estdo envolvidas em diversas enfermidades, como doencas neurodegenerativas,
cardiovasculares e doencas inflamatorias, devido a um desequilibrio entre a producao

de espécies reativas e o sistema antioxidante do organismo (Xu et al., 2017).

Substancias com efeitos antioxidantes possuem a capacidade de prevencao e

retardamento da oxidacdo de substratos oxidaveis, reduzindo a velocidade de
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oxidacdo e prevencdo da formacdo de radicais livres (Boukhris et al., 2015;
Saeidnejad; Rajaei, 2015; Fierascu et al., 2018). Nesse sentido, essas substancias
atuam por diferentes mecanismos, dentre eles, sequestro de radicais livres, doacao
de hidrogénio, inibicdo de peroxidacao lipidica e decomposicéo de peroxidos (Luis et
al., 2016; Ud-Daula et al., 2016; Dos Santos et al., 2019). Destaca-se que o0 emprego
de diferentes métodos in vitro para avaliar a propriedade antioxidante de produtos
naturais sdo de fundamental importancia, a fim de possibilitar uma alternativa para o

uso em produtos como, por exemplo, na indastria alimenticia (Fierascu et al., 2018).

No decorrer dos anos, o aumento pelo interesse em novos antioxidantes naturais
ganha destaque na pesquisa devido a descoberta de compostos com baixa toxicidade,
quando comparados com os antioxidantes sintéticos, responsaveis por desencadear
doencas (Krishnaiah; Sarbatly; Nithyanandam, 2011; Cansian et al., 2015). Nesse
contexto, entre as substancias com esse potencial farmacoldgico, podemos destacar
0s Oleos essenciais e seus produtos isolados, importantes alvos nessa busca da
investigacdo, devido ao seu potencial na inddstria farmacéutica, cosmética e na
alimenticia. Estudos realizados com 6leos essenciais evidenciam que as espécies de
Vitex Angus-castus, Eucalyptus globulus e Muscadinia rotundifolia apresentam
potencial antioxidante (Asdadi et al 2015; Harkat-Madouri et al., 2015; Georgiev et al.,
2019). Além disso, outro exemplo desse potencial foi observado para o produto
isolado espatulenol, descrito no estudo de Moreira et al., 2017.

Na resposta inflamatoria, as células que migram para o local da injaria sofrem
uma “explosao respiratéria” devido ao aumento da quantidade de oxigénio no tecido
lesado, com consequéncia do aumento da producéo e liberacdo de espécies reativas
de oxigénio. Essas células liberam mediadores, que em associacdo a presenca de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
estimulam cascatas de transducgdo de sinal e alteram os fatores de transcrigdo, tais
como NF-KB, mediadores de reacdes vitais do estresse celular, levando a expressao
de citocinas pro-inflamatorias COX-2 e INOS. As ROS e RNS séo indispensaveis no
mecanismo de defesa do hospedeiro, pois sdo gerados em fagdcitos, a fim de
neutralizar organismos invasores. No entanto, a evolugcdo para problemas mais
graves, se da através desses metabdlitos gerados na inflamacgéo juntamente com o

estresse oxidativo por um longo periodo, que por sua vez, acabam prejudicando o
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tecido saudavel, sendo os responsaveis por danos nos locais inflamados (Miguel,
2010a; De Lavor et al., 2018). Portanto, a neutralizacdo de mediadores, como as
espécies reativas de oxigénio que desencadeiam o processo inflamatério, por
antioxidantes e sequestradores de radicais livres, podem levar a uma diminui¢éo da

inflamacéao (Foe et al., 2016).

1.4.2.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os Oleos essenciais sdo importantes agentes no combate aos danos oxidativos
causados por radicais livres, pois além de elimina-los, eles também evitam processos
ainda mais severos, como disfuncéo cerebral, cancer e doencas cardiacas que sao
provenientes desses danos que podem ser causados por radicais livres (Miguel,
2010a).

Um dos produtos secundarios da peroxidacao lipidica € o malondialdeido (MDA),
formado apds a exposicdo com reagentes de espécies reativas de oxigénio e radicais
livres, sendo assim muito Util na avaliagdo do dano oxidativo (Yilmaz et al., 2007).
Dessa forma, esse ensaio avalia produtos finais da peroxidacgdo lipidica, inibindo,
assim, a peroxidacéo lipidica presente em uma substancia. O produto final formado
nesse processo, chamado de malondialdeido, forma-se através da reacdo com o
acido tiobarbitarico em pH acido, em altas temperaturas com absorcao entre 532-535
nm, formando um cromoforo de cor résea (Silva; Borges; Ferreira, 1999; Miguel,
2010a).

No entanto, mais tarde, outros pesquisadores relataram que outros produtos
oriundos da oxidagéo lipidica também poderiam estar envolvidos na reacdo com acido
tiobarbitlrico como aldeidos insaturados (por exemplo, 4-hidroxialguenos) e varios
outros precursores ndo identificados dessas substancias (Fernandez et al., 1996;

Fogaca; Sant’ana, 2009).

1.4.2.2 Reacgéo com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)

O teste com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) é frequentemente utilizado para

determinar a capacidade antioxidante de 6leos essenciais (Domingues; Santos, 2019).
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E um método simples e altamente sensivel. Devido a sua estabilidade, o DPPH é
comercializado na forma de radical, obtendo uma absor¢cdo maxima em 517 nm. O
método baseia-se na estabilizacdo da molécula, através da doac¢do de um atomo de
hidrogénio para o DPPH, tornando uma molécula mais estavel, ou seja, o DPPH
possui um radical livre estavel com trés anéis aromaticos essenciais para estabilizar
a carga eletrbnica do radical DPPH, quando ha presenca de um antioxidante, a
substancia sequestra esse radical livre e doa um atomo de hidrogénio para o DPPH,
deixando a molécula estavel, alterando sua coloragédo de roxo (purpura) a amarelo
(Miguel, 2010b).

E sabido que esse processo ocorre por dois diferentes mecanismos, resultantes
da neutralizacdo ou reducdo de um radical. Uma reacdo de rapida transferéncia de
elétrons da amostra para o radical DPPH e uma reacéao lenta, que podem levar de
segundos a minutos, através da transferéncia de um atomo de hidrogénio (Xie;
Schaich, 2014; Oliveira, 2015). Esse método também € muito utilizado para determinar
a capacidade antioxidante de extratos e substancias isoladas como, por exemplo,
fenilpropanoides, fendlicos totais, flavonois, compostos fendlicos, antocianinas,

antocianidinas entre outros (Borges et al., 2001).

1.4.3 Atividade antitumoral

O cancer se caracteriza por ser uma doenca causada pelo crescimento
desordenado de células e propagacao descontrolada no corpo, com formas anormais

das préprias células que perderam sua identidade celular (Inca, 2020).

Dentre os tipos de céancer, destaca-se 0 cancer de mama, que se tem tornado
um grande problema de saude entre mulheres. A evolugdo da doenca ocorre de
diferentes formas, podendo ser mais lenta ou até mesmo com um desenvolvimento
mais rapido (Fang; Cao; Shen, 2020). O numero de mortes em 2019 para mulheres
foram cerca de 18.068 e a estimativa de novos casos para 2021, sdo mais de 66.000
(Inca 2021).

Ja o cancer do colo do utero, conhecido como cancer cervical, € causado por

uma infeccado persistente por alguns tipos do Papilomavirus Humano — HPV
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(chamados de tipos oncogénicos) (Bedell et al., 2020). Na maioria das vezes nao
causa doenca, embora seja um virus muito frequente por ser uma infeccao genital.
Por outro lado, dependendo do caso, a evolucao pode conduzir a algumas alteracoes
celulares. O exame preventivo também chamado de Papanicolau é realizado apos a
ocorréncia dessas alteracdes celulares, e sdo curaveis na maioria dos casos (Inca
2020). Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2020), o numero de
mortes em 2019 para mulheres foram cerca de 6.596 e a estimativa de novos casos,
sdo mais de 16.710, sendo o terceiro tumor maligno mais frequente na populacao

feminina e a quarta causa de morte por cancer no Brasil.

Durante o desenvolvimento do cancer, uma série de processos e reacdes estao
envolvidos para o desencadeamento da proliferagéo celular. Estudos apontam que
uma delas € o desenvolvimento de um processo inflamatorio crénico, identificando a
participacdo de leucdcitos no tecido tumoral (Tarab-Ravski et al., 2022). Na via
intrinseca, eventos genéticos estdo associados ao desenvolvimento do céancer,
ativando e desativando genes responsaveis pela promocdo ou supressado tumoral.
Mediadores inflamatérios, como as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL6) e TNF-a sao
produzidas a partir de células modificadas que, por sua vez, formam um
microambiente inflamatério. Fatores extrinsecos, infecciosos ou inflamatérios,
também podem estar relacionados com o aumento do cancer, como, por exemplo,
doenca inflamatoria intestinal (Zhu et al., 2011). A proliferagéo e sobrevivéncia celular
estdo envolvidas tanto no reparo tecidual quanto na carcinogénese, bem como a
migracao de células, que sdo modulados por fatores de crescimento, citocinas e sinais
inflamatdrios e de angiogénese (Riss et al., 2006). Assim, como células inflamatérias
atuam no reparo tecidual, as células malignas geram fatores que perpetuam a
inflamacédo, gerando as mesmas substancias do processo inflamatdrio, dentre elas
citocinas e prostaglandinas, favorecendo, assim, a proliferagcéo celular (Barreto et al.,
2011).

Outro fator importante a ser ponderado refere-se ao fato de que a massiva
producéo de espécies reativas de oxigénio (incluindo anion superéxido (02-.), radical
hidroxilo (HO.) e per-hidroxilo radical (HOO.) e ndo-radical de peroxido de hidrogénio
(H202) e espécies reativas de nitrogénio (incluem éxido nitrico (.NO) e peroxinitrito

(ONOO-)), sdo geradas no corpo como uma consequéncia da bioenergética
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mitocondrial, metabolismo oxidativo e funcdo imune (Roleira et al., 2015). Nesse
sentido, a influéncia de espécies reativas no estado redox, desempenha um
importante papel nas fases do ciclo celular GO/G1 para S e G2 para M (Menon;
Goswami, 2007). Portanto, é evidente que essas alteracdes na homeostase redox
endogena levam a um desequilibrio constante, desencadeando a proliferacdo e morte
celular, sendo um problema critico em doencas proliferativas como o cancer (Kabeer
et al., 2019).

Diversas espécies de plantas medicinais sédo utilizadas em terapias alternativas
contra diferentes tipos de cancer (Sharma et al., 2021). Quimioterapicos conhecidos
como vincristina, vimblastina, etoposideo, tenoposideo e taxol foram desenvolvidos a
partir de produtos naturais para o tratamento do cancer (Viegas; Bolzani; Barreiro,
2006).

A seguranca, qualidade e eficacia dos medicamentos a base de plantas sdo um
dos desafios mais importantes para a pesquisa na medicina tradicional. Os ensaios
de citotoxicidade estdo baseados na avaliacdo da interferéncia induzida por agentes
guimicos (e.g. tensoativos), nos processos metabalicos celulares e na investigacao a
respeito da maneira com que esses processos podem vir a intervir no
crescimento/multiplicacéo celular, ou até mesmo culminar na morte celular, reduzindo,
assim o numero de células viaveis se comparado com culturas controles ndo-tratadas
(Freshney, 1994).

1.5 Consideracdes sobre a familia Piperaceae

Piperaceae constitui uma grande familia de angiospermas que abrange cerca de
3700 espécies de ervas, arbustos, pequenas arvores e trepadeiras distribuidas em
regides tropicais e subtropicais (Regasini et al., 2008; Christenhusz; Byng, 2016).
Compreende cinco géneros Verhuellia, Peperomia, Piper, Manekia e Zippelia
(Schubert et al., 2012), contudo Piper L. e Peperomia Ruiz & Pav. sdo os géneros
mais representativos desta familia (Quijano-Abril; Callejas-Posada; Miranda-Esquivel,
2006).



46

As espécies de Piperaceae sdo muito conhecidas economicamente por
desempenhar um importante papel em mercados de especiarias em pimenta no
mundo. Um exemplo € o fruto maduro da Piper nigrum que apresenta uma fonte de
pimenta-branca e o seu fruto verde, pimenta-preta. Ademais, algumas espécies de
Piper sdo utilizadas na medicina popular para tratar doencas, enquanto as espécies
de Peperomia sdo usadas como ornamentos (Santos et al., 2014). Na China e no
Sudeste Asiatico principalmente, essas plantas sdo muito utilizadas na medicina
tradicional, como temperos domésticos, aditivos e condimentos alimentares (Wang et
al., 2017).

A familia Piperaceae € conhecida pela producéo de 6leos essenciais (Tétényi et
al., 1987). Nessa familia, sdo observados monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides como apiol, dillapiol, miristicina, safrol (Parmar et al., 1997; Dos
Santos et al., 2001).

Também, algumas atividades bioldgicas relacionadas aos 6leos essenciais de
espécies desta familia sdo descritas na literatura como, antioxidantes, antifungicas,
antibacteriana, anti-colinesterase, citotoxicidade, antimicrobiano, antileishmania e
antitripanosoma (Da Silva et al., 2014; Dos Santos et al., 2019; Leal et al., 2019; Li et
al., 2020; Gomes et al, 2021).

Além disso, ha relatos na literatura com extratos de plantas indicando possiveis
atividades biologicas para algumas espécies desta familia. Misra et al., 2009,
observou efeitos anti-protozoario contra Leishmania para a espécie de Piper betle.
Atividade antimaléarica foi descrito por Bagatela et al., 2014 para a espécie de Piper
umbellata L. E por fim, Piper betle foi eficaz contra Toxoplasma gondi em testes in

vitro e in vivo (Leesombun et al., 2016).

1.5.1 Consideragfes sobre o género Piper

Dentre os representantes da familia Piperaceae, destaca-se o género Piper L.,
com cerca de 2000 espécies distribuidas em regifes tropicais e subtropicais,
tradicionalmente conhecidas como “pimenta”, “pariparoba caapeba” e “falso-

jaborandi” (Branquinho et al., 2017). Sao facilmente identificadas em campo por seus
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rebentos nodosos, picos de fluorescéncia e pelo seu aroma tipico “picante” ou
aromatico. As folhas podem apresentar-se como opostas, simples, sésseis ou
pecioladas, com diferentes tamanhos e formas. Seus frutos sdo uma pequena baga
ou drupa, com diferentes formas, pericarpo fino e endocarpo raramente endurecido
(Da Silva et al., 2017).

Na medicina popular, sdo utilizadas para o tratamento de bronquite, dores
intestinais, irritacdes e inflamacédo da pele e na preparagédo de bebidas cerimoniais
(Brait et al., 2015).

Algumas espécies deste género como Piper betle (extrato), Piper vicosanum
(6leo essencial) e Piper umbellatum (extrato) apresentam importantes atividades
terapéuticas, entre elas, antifungica (Nordin et al., 2014), analgésica, anti-inflamatéria
(Brait et al., 2015) e antitumoral (Iwamoto et al., 2015). Nesse contexto, este estudo
visa a determinacdo da composicao quimica e de atividades biolégicas relacionadas
aos Oleos essenciais de P. regnelli, P. gaudichaudianum, P. umbellatum, P.
xylosteoides e P. mikanianum, visto que destas espécies citadas, ha poucos relatos

na literatura para as atividades propostas.

Piper regnellii (Mig.) C. DC. conhecida popularmente como “pariparoba” é uma
planta herbacea que se encontra em regides tropicais e subtropicais do mundo (Dos
Santos et al.,, 2015). Tradicionalmente ela é utilizada no tratamento de feridas,
inchacos e irritacdes da pele. Ademais, extratos brutos, infusdes ou emplastros de
folhas e a raizes de P. regnelli s&o usadas para tratar feridas, reduzir inchagos e aliviar
irritacbes da pele (Salehi et al., 2019). Escassos sao os estudos de Piper regnellii
(Mig.) C. DC. observados na literatura. Entretanto, foi verificada a presenca de
compostos como mirceno e anetol nos 6leos volateis de flores e folhas e, mirceno e
apiol nos caules desta espécie (Dos Santos et al., 2015). Estudos com o0leos
essenciais dessa planta mostraram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus e Candida albicans (Constantin et al., 2001) e atividade analgésica (Andrade
et al., 1998). Em trabalhos publicados anteriormente por Nakamura e seus
colaboradores (2006), foi observada atividade antileishmania in vitro do extrato
hidroalcoolico de Piper regnellii (Mig.) C. DC. var. pallescens (C. DC.) Yunck. Os

extratos aquosos e hidroalcodlico desta mesma espécie apresentaram atividade
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antifangica (Pessini et al., 2005; Koroishi et al., 2008) e antibacteriana para compostos
isolados contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Pessini et al., 2003). Outro
estudo, também descreve a atividade antileishmania do composto eupomatenoid-5,
um neolignano isolado das folhas da mesma espécie descrita anteriormente
(Vendrametto et al., 2010). Uma pesquisa foi realizada por Brambilla e seus
colaboradores (2017), que verificaram atividade anti-biofilme dos extratos de Piper

regnellii (Miq.) C. DC. contra Staphylococcus aureus.

Piper gaudichaudianum Kunth também chamada de “pariparoba” ou “jaborandi”,
na medicina popular suas folhas sdo muito utilizadas para o alivio da dor de dente
(Silva et al., 2019) e agente anti-inflamatorio. As raizes frescas também s&o usadas
como agente anti-inflamatério e para o tratamento de distirbios hepéticos (Salehi et
al., 2019). Da Silva e seus colaboradores (2021) em recente estudo, observaram que
o Oleo de P. gaudichaudianum tém efeito antibacteriano contra S. aureus e interferem
na acao de antibioticos. Importantes efeitos citotdéxicos (MTT, baseada na integridade
da membrana celular), genotéxicos (ensaio de cometa e teste de micronucleo) e
mutagénicos foram observados em estudos com 0leos essenciais da espécie Piper
gaudichaudianum Kunth, relatados por Perez e seus colaboradores (2009). Sperotto
e seus colaboradores (2013) reportaram que o 6leo volatil induz efeitos citotoxicos
significativos em Saccharomyces cerevisiae que estdo relacionados a geracdo de
ROS para esta espécie. A atividade antibacteriana foi relatada para Piper
gaudichaudianum em combinag¢do com os antibiéticos amicacina e gentamicina sob
LED azul, resultando em uma diminui¢cdo da MIC contra S. aureus e E. coli (Silva et
al., 2019). Em outro estudo de atividade antibacteriana desta mesma espécie exibiu
atividade inibitéria contra patégenos bacterianos gram-positivos (Staphylococcus
epidermidis, S. aureus e Corynebacterium xerosis) e gram-negativos (Escherichia coli)
(Perigo et al., 2016). No entanto, o trabalho publicado por Poser e seus colaboradores
(1994), referente a composicao quimica do Oleo essencial de Piper gaudichaudianum
Kunth mostrou a identificacdo de a-humuleno e B-cariofileno como compostos
majoritarios para esta espécie. Atividade antimicrobiana foi observada para
metabdlitos secundarios como cromona e derivados pré-alquilados de isbmeros de
acido benzoico a partir do extrato etandlico das folhas, que mostraram atividade
antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida
tropicalis (Puhl et al., 2011).
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Piper umbellatum, conhecida popularmente como “caapeba”, “pariparoba”,
“caapeba-do-norte”, entre outros (Arunachalam et al.,, 2020), € uma espécie
neotropical com ampla distribuicdo na América Central, ilhas do Oceano Indico
Ocidental, México e América do Sul (Roersch, 2010). No Brasil, encontra-se
predominantemente em dominios fitogeograficos da Amazbnia, Cerrado e Mata
Atlantica, distribuida em todas as regibes (Flora do Brasil, 2020). Na medicina
tradicional, é muito usada nas formas de maceracédo, cha, decoccao, para distarbios
gastricos como diarreia, disenteria, colica, edema, inflamagdo e doencas
gastrointestinais, entre outras (Arunachalam et al., 2020). Tradicionalmente é utilizada
como anti-inflamatério no Brasil, para tratamento de feridas em Cuba, febre no Peru,
oncocercose nos Camardes e no tratamento de feridas por varias tribos da Africa
Ocidental (Salehi et al., 2019). A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi
avaliada contra trés patégenos Gram-positivos associados a pele (S. epidermidis, S.
aureus e C. xerosis) e um patégeno Gram-negativo (E. coli) (Perigo et al., 2016). Outro
estudo relacionado com propriedades antibacterianas também revelou uma forte
atividade do extrato hidroetandlico de folhas de P. umbellatum contra Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri e Enterococcus faecalis (Da Silva et al., 2014). Efeitos
anticancerigenos com linhagens de células tumorais humanas (melanoma, glioma,
mama, pulmao, célon, préstata) in vitro e anti-inflamatorios e in vivo através de edema
de pata induzido por carragenina de extratos bruto de diclorometano também foram
avaliados por Iwamoto e colaboradores (2015).

Outros estudos relatam que o O6leo essencial dessa espécie exibe efeito
antioxidante (Agbor et al., 2007; Rodriguez et al., 2013). Além disso, o extrato
hidroetandlico desta mesma espécie demonstrou potente gastroprotecdo contra
Ulcera aguda e crénica induzida (Junior et al., 2016) e efeito anti-inflamatério no
modelo de colite ulcerosa induzida pelo acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS)
(Arunachalam et al., 2020).

Para a espécie Piper xylosteoides sdo poucos o0s relatos na literatura
relacionados as atividades biolégicas. Dognini e colaboradores (2012) observaram
uma fraca atividade contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)

testadas. Um importante composto encontrado nesta espécie é o terpinoleno, um
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terpeno que reduz a expressao da proteina AKT1 em células K562 e inibe a

proliferacéo celular (Okumura et al., 2012; Da Silva et al., 2016).

Piper mikanianum também conhecida como “aguaxima”, “caapeba’ e
“periparoba”, € muito utilizada no tratamento de reumatismo e Ulcera, com suas raizes
sendo utilizadas para disturbios do estdbmago, como diaforético e para febres
intermitentes (Ricardo et al., 2017). O 6leo essencial de P. xylosteoides mostrou
excelente atividade antiparasitaria contra as formas promastigotas de L. infantum e L.
brasiliensis (Gomez et al.,, 2021). Atividade antibacteriana do O6leo essencial foi
avaliada por Carneiro e colaboradores (2020) individualmente e em combinac&do com
medicamentos comerciais, contra as cepas padrao e resistentes de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, bem como contra leveduras de Candida albicans e Candida
tropicalis. Em um estudo descrito na literatura, os autores sugerem que esta espécie
tem importancia para o desenvolvimento de um agente acaricida contra o carrapato

bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Ferraz et al., 2010).

Diversas outras espécies deste género apresentam inumeras propriedades
biologicas, destacando-se atividade anti-inflamatéria de 6leos essenciais de Piper
vicosanum, através de pleurisia de ratos induzida por carragenina e edema de pata
de rato induzida por carragenina (Brait et al., 2015). Em um estudo realizado por
Gasparetto e colaboradores (2017), foi verificar atividade antimicrobiana de 6leos
volateis de Piper cernuum contra bactérias gram-positivas (Streptococcus pyogenes,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) e Gram-negativa (Escherichia coli) e alguns
fungos patogénicos como Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes, T.
rubrum, Epidermophyton flocosum e levedura Candida neoformans, utilizando a
técnica de diluicdo. Atividades anti-inflamatéria (pleurisia induzida por carragenina e
edema de pata de rato induzida por -carragenina), anti-edematogénica e
antinociceptiva foram observadas para 0leos essenciais das folhas de Piper glabratum
(Branquinho et al., 2017).

Outros ensaios como atividade antioxidante pelo ensaio de eliminagédo de
radicais de DPPH, atividade antifingica contra os microrganismos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum e acetilcolinesterase também foram avaliados

para os 0leos essenciais, obtendo resultados favoraveis para estas espécies (Da Silva
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et al., 2014). Lima e seus colaboradores (2012) evidenciaram atividade anti-
inflamatoria através do ensaio de pleurisia induzida por carragenina para o 6leo volatil

na espécie de Piper aleyreanum C. DC.






CAPITULO Il - Chemical composition and anti-inflammatory activity of the
essential oils of Piper gaudichaudianum and Piper mikanianum

Nota: Artigo aceito para publicacdo no periédico Journal of Ethnopharmacology (2022)
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O texto do capitulo II, que na versdo completa da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 55 — 73, foi suprimido por tratar-se de um artigo aceito
para publicacdo. Trata-se da composicdo quimica e atividade anti-inflamatoria dos

Oleos essenciais, através do método da camara de Boyden.
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CAPITULO lIl - Biological activities of the essential oil of Piper regnelli (Mig.) C.
DC. and Piper xylosteoides (Kunth) Steud.

Nota: Manuscrito a ser submetido no periddico Industrial Crops and Products (2022).
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O texto do capitulo Ill, que na versao completa a tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 77 — 104, foi suprimido por tratar-se de um manuscrito
que sera submetido ao periédico Industrial Crops and Products. Trata-se da
composicdo quimica dos 6leos essenciais bem como a avaliagdo da atividade anti-
inflamatoria pelos métodos da camara de Boyden e Edema de orelha de camundongo

induzida por 6leo de créton e a citotoxicidade através do ensaio de viabilidade cellular.
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Dentro da literatura, muitos estudos sdo direcionados aos 6leos essenciais pela
sua grande importancia na identificacdo de substancias como fonte de moléculas
bioativas, com importantes atividades biolégicas e farmacoldgicas, principalmente
anti-inflamatoéria e antioxidante, pois sdo considerados como potencial fontes de
produtos nas areas alimenticias, cosmética e farmacéutica. Essas substancias
destacam-se agindo na defesa contra o ataque de herbivoros e microrganismos, além
de agentes defensores contra bactérias, fungos e infestante (Ferraz et al., 2022).
Nesse sentido, a familia Piperaceae € uma familia botanica que apresenta estudos
com grande importancia no reino vegetal e espécies com ocorréncia no Rio Grande
do Sul.

Nesse contexto, os capitulos Il e Il deste trabalho abordaram a analise quimica,
bem como suas atividades biolégicas como antitumoral, anti-inflamatéria e
antioxidante de quatro espécies da familia Piperaceae, a fim de contribuir para o
desenvolvimento de novas alternativas eficazes na terapéutica.

As coletas das espécies foram realizadas nas cidades de Trés Cachoeiras-RS e
Riozinho-RS, extraidas por hidrodestilagdo, com rendimentos realizados em triplicata
variando entre 0,1% a 0,6%. Nesse estudo, grande parte dos 6leos obtidos, a sua
composicao quimica foi caracterizada pela presenca de sesquiterpenos. No entanto,
fenilpropanoides foram predominantes em P. regnelli. Compostos monoterpenos

oxigenados foram observados apenas em P. regnelli (Figura 3).

P. gaudichaudianum I
P. xylosteoides -
0 20 40 60 80 100

B Monoterpene hydrocarbons B Oxigenated monoterpenes
Sesquiterpene hydrocarbons = Oxigenated sesquiterpenes

B Phenylpropanoids

Figura 3. Porcentagem de terpenoides e compostos fenilpropanoides encontrados nas espécies de
Piper avaliadas nesse estudo.
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O oleo obtido de Piper regnelli mostrou predominancia de fenilpropanoides,
sendo apiol (35,11%) e dilapiol (12,09%) como principais constituintes (Figura 4). O
composto monoterpeno oxigenado (E)-anetol (20,30%) também foi identificado como
um dos principais constituintes. Resultado similar foi verificado por Dos Santos e
colaboradores (2015), os quais obtiveram dilapiol como um dos compostos
majoritarios nesse estudo. Na coleta de P. xylosteoides, os compostos spathulenol
(15,83) e biciclogermacreno (8,69%) foram identificados. Resultados similares foram
encontrados no estado de Sao Paulo, no estudo de Perigo et al. (2016) no qual o
spathulenol (12,30%) foi um dos constituintes majoritarios.

Com relacdo aos terpenos encontrados no 6leo obtido de P. gaudichaudianum
pode-se observar a presenca de 26 constituintes, respresentando 95,49% do 6leo.
Contudo, compostos monoterpenos oxigenados nao foram observados nessa
amostra. Os compostos B-selineno (14,02%) e viridifloreno (10,52%) foram
identificados como principais componentes (Figura 4). Resultados semelhantes foram
encontrados nos estudos de Andrade et al. (1998) e De Moraes et al. (2007), em que
o B-selineno foi o sesquiterpeno apresentado entre seus principais constituintes. O
composto viridifloreno coletado em S&o Paulo/SP, também foi identificado na
composicdo quimica no estudo de Morandim-giannetti et al. (2010).

O composto majoritario de P. mikanianum revelou como principal composto, o
biciclogermacreno (26,30%) (Figura 4), da fracédo sesquiterpénica, composto pelo qual
foi o principal analisado por von Poser e seus colaboradores (1994).
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Figura 4. Componentes majoritarios identificados no éleo essencial das espécies de Piper.
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Em resumo, os principais compostos encontrados nos 0leos essenciais das
espécies de Piper foram: B-selineno, viridifloreno, E-nerolidol, 6xido de cariofileno,
mirceno, biciclogermacreno, E-anetol, dilapiol, apiol e espatulenol (Figura 4).

De uma forma geral, os 6leos essenciais apresentam um amplo espectro de
atividades bioldgicas (Raut; Karuppayil, 2014). Essa caracteristica pode ser atribuida
a variabilidade quimica entre as coletas e espécies da familia Piperaceae. Piper
gaudichaudianum foi coletado em Trés Cachoeiras/RS, enquanto P. mikanianum foi
coletado em Riozinho/RS. E sabido que inimeros fatores influenciam na composic¢&o
quimica e rendimento de Oleos essenciais, dentre eles, variedade das plantas,
condicbes ambientais, solo, condicbes de armazenamento, métodos de extracao,
podendo ter alterag6es inclusive nas atividades bioldgicas (Baptista et al., 2019).

Nesse sentido, uma série de processos e reacdes estdo envolvidos na
proliferacdo celular, fatores pelo qual desencadeiam o céancer. Dentre eles, o
desenvolvimento de processos inflamatérios crénicos com a participacdo de
leucécitos no tecido tumoral e a producao de espécies reativas de oxigénio. As células
inflamatérias atuam no reparo tecidual, enquanto as malignas perpetuam na
inflamacdo, no qual desencadeia células como citocinas e prostaglandinas,
favorecendo assim a proliferacdo celular (Menon; Goswami, 2007). A producédo de
espécies reativas de oxigénio como o anion superoxido (O2-.), radical hidroxilo (HO.),
per-hidroxilo radical (HOO.), ndo-radical de peroxido de hidrogénio (H202), 6xido
nitrico (.NO) e peroxinitrito (ONOO-) sdo geradas no corpo como uma consequéncia
da bioenergética mitocondrial, metabolismo oxidativo e funcdo imune. Essas
alteracdes na homeostase redox enddgena levam a um desequilibrio, podendo
desencadear a proliferacao e morte celular (Goetz; Luch, 2008; Roleira et al., 2015).

Nesse contexto, podemos destacar a atividade antitumoral observada na
espécie de P. regnelli, no qual observou-se uma reducdo da inibicdo da viabilidade
celular de 87,27% e 97% em linhagens celulares de SiHa e MCF-7, respectivamente,
com ICso de 0,20 pg/mL para a cepa SiHa e 0,02 ug/mL para a linhagem MCF-7. O
indice de seletividade foi 3,75 em SiHa e 37,5 em MCF-7. Em P. xylosteoides os
resultados mostraram que o tratamento induziu uma inibicdo de 56% e 96% na
viabilidade das células SiHa e MCF-7, respectivamente, com um ICso de 0,28 ug/mL
para SiHa e 0,19 ug/mL para a linhagem MCF-7, sendo o indice de seletividade em
0,71 e 1,05 para as linhagens SiHa e MCF-7, respectivamente. Portanto, o 6leo P.

regnelli obteve efeitos citotéxicos em células de cancer uterino humano (SiHa) e
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adenocarcinoma de mama (MCF7) quando comparado a células ndo tumorais
imortalizadas de queratindcitos humanos (HaCaT), indicando um bom efeito citotdxico
para esta amostra, devido ao baixo ICso de SiHa e MCF7 em relacdo a linhagem
celular ndo tumoral. No estudo de Parise-Filho et al. (2012), avaliou-se a atividade
citotoxica do composto dilapiol em células de fibroblastos 3T3. O composto
apresentou baixos efeitos toxicos nessas células em concentracbes mais baixas,
entretanto nas concentra¢cdes mais altas induziu efeitos citotoxicos significativos. De
acordo com esses achados, a atividade citotoxica pode estar atribuida a presenca do
composto dilapiol nessa amostra.

Na inflamac&o, a via intrinseca ocorre por meio da ativacao e desativacao de
genes responsaveis pela promocdo ou supressao tumoral, através de eventos
genéticos. interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL6) e TNF-a sdo produzidos e formam um
microambiente inflamatdério a partir de células modificadas (Zhu et al., 2011).

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada através do método da camara de
Boyden, que determina o potencial antiquimiotaxico in vitro de uma substancia. Quase
todas as amostras apresentaram inibicdo significativa da migracdo leucocitaria em
relacdo ao controle negativo nas concentracdes testadas (p < 0,05), exceto para P.
mikanianum nas concentracdes de 0,1 e 0,01 pg/mL e em P. regnelli e P.
gaudichaudianum, apenas na concentracdo de 0,1 e 0,01 pg/m, respectivamente.
Para P. xylosteoides em todas as amostras inibiram significativamente a migracao de
neutroéfilos polimorfonucleares. O mecanismo de inibicdo da migracdo de leucécitos,
sdo um dos mecanismos anti-inflamatorios relatados relacionados aos Oleos
essenciais na literatura (Danielli et al., 2016). O mecanismo da inflamacéo aguda,
como migracédo de leucdcitos para o local da leséo, é caracterizado por vasodilatacao
local e aumento da permeabilidade, considerado um dos principais estagios iniciais
desse evento (Estevao-Silva et al., 2014). Portanto, os 6leos de Piper apresentam
efeitos contra a migracdo de neutréfilos, sugerindo uma resposta a processos
inflamatorios agudos. No processo antiedematogénico avaliado pelo edema de orelha
induzido pelo 6leo de croton, observou-se uma leve inibicdo do edema de orelha até
a concentracdo de 100 mg/kg, mas estatisticamente nenhuma diferenca em relacdo a
acetona. Ja as concentracdes 200 e 300 mg/kg ndo apresentaram reducdo do edema,
obtendo valores estatisticamente semelhantes. Os Oleos essenciais séo
caracterizados por serem lipofilicos ao passarem pela membrana citoplasmatica como

consequéncia afetam a permeabilidade, causando perturbacdes na estrutura das
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camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios (Raut e Karuppayil, 2014).
De acordo com Sinha et al. (2014), os 6leos essenciais podem ser seguros em baixas
concentracdes, mas em altas concentragdes podem ser tdxicos.

O aumento da quantidade de oxigénio no tecido lesado, se d&a pela migracédo
de células ao local da injuria, ocorrendo uma explosdo respiratoria durante a
inflamacé&o, aumentando a producao e liberacdo de espécies reativas de oxigénio.
Como consequéncia, mediadores quimicos e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio séo liberados estimulando cascatas de transducgéo de sinal e alterando os
fatorem de transcricdo (Miguel, 2010a; De Lavor et al., 2018). Portanto, a
neutralizacdo dessas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que desencadeiam o
processo inflamatério, por antioxidantes e sequestradores de radicais livres, podem
levar a uma diminui¢do da inflamagé&o (Foe et al., 2016).

A avaliacdo da atividade antioxidante realizada através de ensaios que
determinam a peroxidacao lipidica e sequestro de radicais livres, apresentaram baixa
atividade, nas concentragdes testadas.

A inibicdo da peroxidacao lipidica, mostrou uma inibicdo significativa de P.
regnelli em relacdo ao controle (p < 0,05), exceto nas concentracdes de 100 e 150
pg/mL. Os resultados de P. xylosteoides mostraram que o 06leo essencial inibiu
significativamente em todas as concentracdes testadas. Alguns trabalhos reportam
que apiol e dilapiol podem ser responsaveis pelas atividades biol6gicas atribuidas as
espécies de Piper (De Almeida et al., 2009; Araujo et al., 2012) por apresentarem
efeitos sinérgicos com pesticidas naturais, apresentando atividade inseticida,
bactericida e fungicida (Maia et al., 1998; Silva et al., 2007; Rafael et al., 2008). A
atividade observada em P. xylosteoides pode estar atribuida ao efeito sinérgico com
outros componentes presentes na amostra, como o0 espatulenol (15,83%) que
apresenta atividade antioxidante por meio de diferentes mecanismos (Nascimento et
al., 2017), juntamente com um dos principais compostos presente na amostra, 0
biciclogermacreno.

Em suma, diversas séo as atividades biologicas relatadas para 6leos essenciais,
destacando-se antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante. Nesse sentido,
substancias a base de produtos naturais estdo sendo investigadas para, assim,
diminuir riscos e obter uma maior seguranca e eficacia do produto. A associacédo dos
efeitos antitumorais, anti-inflamatorios e antioxidantes, torna-os importantes alvos na

investigacdo de novas substancias, com a finalidade de acelerar o alivio dos sintomas,
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favorecer a cura e prevenir a propagacdo de doencas, além de evitar o
desenvolvimento de cronicidade. Aléem disso, a atividade antitumoral do 6leo essencial
de Piper regnelli foi caracterizada por apresentar efeitos citotoxicos em células de
cancer uterino humano (SiHa) e adenocarcinoma de mama (MCF-7), se destacando
como uma espécie promissora nessa busca de novas substancias para atividade

anticancer, obtendo resultados satisfatérios quando comparado com outras amostras.



CONCLUSOES
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O o6leo essencial das cinco espécies de Piper estudadas apresentou médias de
teores variando de 0,1% a 0,6%;

Todos o0s Oleos em estudo apresentaram uma variabilidade quimica
caracterizada pincipalmente pela presenca de sesquiterpenos. Em P. regnelli
houve predominancia de fenilpropanoides e compostos monoterpenos

oxigenados foram observados nessa amostra;

O Oleo Piper regnelli apresentou efeitos citotoxicos em células de cancer
uterino humano (SiHa) e adenocarcinoma de mama (MCF7) quando
comparado a células ndo tumorais imortalizadas de queratindcitos humanos
(HaCaT), devido ao baixo ICso da linha celular SiHa e MCF7 em relacéo a linha

celular ndo tumoral;

Todas as amostras apresentaram efeito antiquimiotaxico significativo, inibindo

a migracao leucocitaria em direcdo ao fator quimioatrativo;

O ensaio antiedematogénico revelou que o 6leo essencial de P. xylosteoides
demonstrou uma leve inibicdo do edema de orelha induzido pelo 6leo de créton
até a concentracdo de 100 mg/kg; entretanto, estatisticamente nenhuma
diferenca em relacao a acetona,

No ensaio da peroxidacao lipidica, realizado através do método de TBARS, as
amostras testadas de P. regnelli e P. xylosteoides revelaram um baixo perfil de
inibicdo na concentracéo de 500 pg/mL com 20% e 25,6%, respectivamente.
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