
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIÊNCIAS DA SAÚDE DE 
PORTO ALEGRE – UFCSPA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM PATOLOGIA 
         

 
 
 

 
 
 
 
 
 

Paula Pellenz Tomasini 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análise do Óleo Essencial de Piper 
gaudichaudianum na Citotoxicidade 

da Doxorrubicina  
 
 
 

                 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 Porto Alegre  
2018  



 I 

Paula Pellenz Tomasini 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Análise do óleo essencial de Piper 
gaudichaudianum na citotoxicidade 

da doxorrubicina  
 
 
 
 

 
Dissertação submetida ao Programa 
de Pós-Graduação em Patologia da 
Fundação Universidade Federal de 
Ciências da Saúde de Porto Alegre 
como requisito para a obtenção do 
grau de Mestre  

                                                             
        

Orientadora: Dra. Dinara Jaqueline Moura 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

  Porto Alegre  
2018  

 
 



Catalogação na Publicação

   
Tomasini, Paula Pellenz
   Análise do óleo essencial de Piper gaudichaudianum na
citotoxicidade da doxorrubicina / Paula Pellenz Tomasini.
-- 2018.
   50 p. : il., graf., tab. ; 30 cm.
   
   Dissertação (mestrado) -- Universidade Federal de
Ciências da Saúde de Porto Alegre, Programa de
Pós-Graduação em Patologia, 2018.
   
   Orientador(a): Prof. Dra. Dinara Jaqueline Moura. 
   
   1. Óleo essencial. 2. Doxorrubicina. 3. Antitumoral.
4. Produto natural. 5. Sesquiterpenos. I. Título.
   
   
Sistema de Geração de Ficha Catalográfica da UFCSPA com os dados

fornecidos pelo(a) autor(a).



II 

 

 

Agradecimentos 

 

À minha amada família e queridos amigos, por todo incentivo que 

recebi ao longo desses anos de estudo, mas principalmente pela minha avó 

Benícia Teodora da Silva Pellenz, que não teve a mesma oportunidade que 

eu na vida, mas que me ensinou o valor do estudo e do trabalho, com muita 

humildade. 

À Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, pela 

convivência com excelentes profissionais, pela infraestrutura, pela minha 

formação de qualidade. 

À minha orientadora, Dinara Jaqueline Moura, pelo incentivo ao 

crescimento científico, pelas horas de estudo que me foram cobradas, por 

cada artigo lido ao longo desses vários anos e pela confiança. As cobranças 

só contribuíram para o meu aperfeiçoamento. Agradeço muito pela 

oportunidade de ter tido uma formação crítica e autônoma. A aprendizagem é 

um bem que se leva para a vida toda e eu pretendo perpetuá-la repassando 

para novas gerações.  

Aos colegas do Laboratório de Genética Toxicológica da UFCSPA, 

pela ajuda nos experimentos, pelas trocas de ideias, pelas críticas 

construtivas, pela companhia, pelo apoio, por serem plateia cheia nos 

momentos de apresentações. 

À professora Jenifer Saffi, coordenadora do laboratório de Genética 

Toxicológica, que me acolheu desde a Iniciação Científica e possibilitou meu 

início na pesquisa.  E aos demais professores, terceirizados e técnicos 

administrativos da UFCSPA pela colaboração. Muito obrigada a todos! 



 III 

 

Sumário 

 

1. Introdução 7 

1.1. A problemática do câncer 7 

1.2. Câncer de mama 10 

1.3. Doxorrubicina 11 

1.4. Novas abordagens de tratamento 14 

1.4.1. Plantas medicinais 14 

1.4.2. Família Piperaceae 15 

1.4.2.1. Piper gaudichaudianum 16 

1.4.3. O óleo essencial da P. gadichaudianum e seus 

componentes majoritários 

17 

1.5. Mecanismo de ação dos óleos essenciais 22 

1.6. Nanoemulsão lipídica 

1.7. Justificativa 

24 

25 

1.8. Referências Bibliográficas 27 

2. Objetivos 33 

3. Artigo científico  35 

4. Considerações finais e perspectivas 45 

5. Anexo 47 

  

 



 IV 

Lista de abreviaturas 

 

ABC - ATP-binding cassette 

ATP – Adenosina trifosfato 

Akt - proteína quinase B  

ANOVA - Analysis of Variance 

DNA – ácido desoxirribonucleico 

DNA Topo II – enzima DNA Topoisomerase II 

DOX – Doxorrubicina 

ER – Receptor de estrogênio 

ERO - Espécies reativas de oxigênio 

FDA – Food and Drug Administration 

GATA4 - GATA binding protein 4 

HER2 - Human Epidermal growth factor Receptor-type 2 

INCA – Instituto Nacional do Câncer 

MDR1 - multidrug resistance protein 1 

MRP1 - multidrug resistance-associated protein 1 

OMS – organização mundial de saúde 

p38 - p38 kinase 

p53 - tumor protein p53 

P. gaudicahudianum - Piper gaudichaudianum Kunth 

P-gp – glicoproteína P 

PR – Receptor de progesterona 

PBS – Phosphate-Buffered Saline 

SOD – enzima superóxido dismutase 



 V 

Resumo da Dissertação 

 

Introdução: A doxorrubicina é um dos principais quimioterápicos utilizado para 

tratar o câncer de mama, porém causa muitos efeitos adversos devido a danos 

oxidativos em células não tumorais, que geram inflamação e dor. Além disso, 

seu uso é limitado pelo efeito cardiotóxico e por mecanismos de resistência 

tumoral à quimioterapia, que dificultam a eficiência do tratamento. Neste 

sentido, existe a necessidade de buscar terapias adjuvantes que possam 

combater esses efeitos adversos e aumentar a eficiência da doxorrubicina. A 

Piper gaudichaudianum Kunth (Piperaceae) é uma planta medicinal com 

promissora atividade adjuvante na quimioterapia, pois seu óleo essencial é 

composto por sesquiterpenos que possuem atividade antitumoral, analgésica e 

anti-inflamatória. 

Objetivos: Avaliar o efeito modulador do óleo essencial da Piper 

gaudichaudianum na citotoxicidade da doxorrubicina.  

Material e métodos: O óleo essencial das folhas secas da planta foi obtido por 

hidrodestilação e a composição dele foi analisada por GC-MS. A atividade 

scavenger de radicais livres foi avaliada pelo ensaio com DPPH. Os ensaios de 

citotoxicidade foram realizados em tratamento de 96 horas em células de 

adenocarcinoma mamário humano (MCF7) e de cardiomiócito embrionário de 

rato (H9C2) e avaliados por azul de trypan. A geração de superóxido foi medida 

por marcação fluorescente com mitoSOX. O perfil de morte celular foi analisado 

por marcação fluorescente com anexina V-FITC e PI. O acúmulo de 

doxorrubicina intracelular foi medido pela leitura da autofluorescência da droga. 

Todas as leituras de fluorescência foram feitas em citometria de fluxo.  



 VI 

Resultados: O óleo mostrou ser composto principalmente por (E)-nerolidol, 

(E)-cariofileno e α-humuleno e possuir atividade antioxidante. Quando testado 

em cultura celular, ele apresentou atividade antitumoral na linhagem MCF7 

tratada por 96 horas, sem aumentar a geração de superóxido em 16 horas 

nessas células. Além disso, mostrou não ser citotóxico na linhagem não-

tumoral H9C2 em 96 horas. Interessantemente, ele mostrou aumentar a 

citotoxicidade da doxorrubicina em células MCF7 em 96 horas de tratamento e 

aumentar o acúmulo intracelular desse quimioterápico em 6 horas de 

tratamento. 

Conclusão: O óleo essencial da P. gaudichaudianum parece ser um bom 

candidato a adjuvante na quimioterapia com doxorrubicina. 

Palavras-chave: óleo essencial, sesquiterpenos, antitumoral, doxorrubicina. 
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1.  Introdução 

 

1.1.  A problemática do câncer 

 

O câncer pode ser definido como uma doença das células, 

manifestando-se como uma desordem na função ou na expressão de genes 

importantes, como consequência de uma série de agressões provocadas por 

fatores ambientais, comportamentais ou hereditários (Mills e Rieger, 2006). 

Devido a essas alterações, as células têm suas propriedades alteradas de 

forma permanente, sendo estas transmitidas às suas descendentes. Os 

principais mecanismos que influenciam a morfologia tumoral são a alta taxa de 

mitose das células, o decréscimo da adesão celular e as características do 

ambiente local de desenvolvimento. O câncer em qualquer lugar do corpo é 

uma doença que constitui um risco potencial à vida, pois as células cancerosas 

podem fazer metástase, espalhando-se aos órgãos vitais, afetando, dessa 

forma, seu funcionamento normal (Speechley e cols., 2000).  

O câncer pode ser tratado de diversas formas, todas dependendo do 

tipo e localização do tumor. As principais modalidades terapêuticas incluem: (I) 

cirurgias para remoção de tumores sólidos e das regiões adjacentes a estes; 

(II) tratamento radioterápico onde se utilizam feixes de radiação ionizante 

dirigidos sobre o local onde o câncer se encontra e; (III) o tratamento 

quimioterápico empregando drogas que podem exterminar ou impedir o 

crescimento tumoral (Fernandes Jr., 2000). Também fazem parte do 

tratamento, em alguns casos, a terapia hormonal, a imunoterapias, o 
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transplante de medula óssea e o uso de medicamentos que auxiliam no 

controle dos efeitos adversos (antieméticos, antiinflamatórios, analgésicos, , 

opióides corticóides) (Instituto Oncoguia, 2018). 

A resistência tumoral é atualmente um dos maiores empecilhos para o 

bom resultado da quimioterapia no tratamento de alguns tipos de tumores, pois 

através dela as células cancerosas desenvolvem mecanismos que impedem o 

bom funcionamento dos agentes antitumorais, resultando no insucesso do 

tratamento (Huber e cols., 2010). Outro problema frequentemente associado à 

terapia antitumoral está relacionado aos efeitos colaterais destes 

medicamentos. Considerando estes dois fatores, há a necessidade de 

encontrar alternativas terapêuticas que ofereçam uma toxicidade colateral 

menor que os agentes quimioterápicos usados atualmente, que sejam mais 

efetivos ou que atuem como adjuvantes, reforçando os esquemas terapêuticos 

(Bhalla e cols., 2013). 

Segundo Huber e cols. (2010), existem vários mecanismos de 

resistência tumoral a múltiplas drogas, tais como: transporte através da 

membrana, alteração nas enzimas-alvo, alteração no metabolismo da droga, 

aumento na reparação do DNA e incapacidade de sofrer apoptose (Figura 1). 

Entretanto, a principal forma de resistência parece estar associada ao 

transporte através da membrana. As células com resistência a múltiplas drogas 

têm aumento da expressão de algumas proteínas da superfamília ABC (ATP-

binding cassette). Em mamíferos o gene MDR1 (multidrug resistance protein 1) 

está envolvido com a resistência a múltiplas drogas, através da expressão da 

glicoproteína-P (170-kDa), que promove o efluxo do quimioterápico utilizando 

energia da hidrólise do ATP (Figura 2) (Huber e cols., 2010). Além da 
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glicoproteína-P, as células tumorais de mamíferos utilizam a glicoproteína 

MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1) para expulsar drogas 

citotóxicas, que parece ter um substrato menos específico que a glicoproteína-

P (Di Pietro e cols., 1999).  

 

Figura 1. Mecanismos de resistência a drogas em células cancerígenas. (1) 

efluxo de drogas por transportadores; (2) perda de receptores de superfície 

celular e/ou transportadores de fármacos ou alterações na composição lipídica 

da membrana; (3) compartimentalização da droga em vesículas celulares; (4) 

alteração ou aumento de alvos de drogas; (5) alterações no ciclo celular; (6) 

aumento do metabolismo de drogas/inativação enzimática; (7) reparação de 

danos; e (8) inibição da apoptose. 

 

Fonte: Alakhova e Kabanov (2014). 
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Figura 2. Modelo de Higgins para a atuação da P-gp como flipase. 

 

 Fonte: Huber et al. (2010). 

Os efeitos colaterais ocasionados pelos quimioterápicos relacionam-se à 

sua não especificidade pelas células tumorais (Rahman e Hasan, 2015). Esses 

efeitos predominam nas células de rápida divisão celular, como as do tecido 

hematopoiético, do tecido germinativo, do folículo piloso, do revestimento 

gastrointestinal e alguns outros órgãos que podem ser afetados em maior ou 

menor grau, de forma precoce ou tardia, aguda ou crônica, cumulativa e 

irreversível. Cada quimioterápico tem seu perfil de toxicidade e efeitos 

colaterais, ressaltando-se a necessidade do uso racional de drogas para evitar 

os efeitos adversos acumulativos (Damia e Garattini, 2014). Os efeitos 

adversos dos quimioterápicos apresentam frequência e intensidade variadas de 

acordo com as drogas utilizadas, e podem ser divididos em toxicidade não 

hematológica, em que estão incluídas as toxicidades gastrointestinais, 

pulmonares, cardíacas, hepáticas, neurológicas, renais, vesicais, 

dermatológicas, disfunções reprodutivas, alterações metabólicas, reações 

alérgicas e a fadiga; além da toxicidade hematológica, que engloba leucopenia, 

anemia, trombocitopenia e neutropenia febril (Bonassa, 2005). 

 

1.2.  Câncer de mama   

 



 11 

Entre as mulheres, o câncer de mama é o câncer mais comum no Brasil 

e no mundo, depois do câncer de pele não melanoma. Para cada ano do biênio 

2018-2019 são estimados 59.700 casos novos de câncer de mama, no Brasil, 

com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres brasileiras 

(INCA, 2018). 

O câncer de mama pode ser classificado conforme o seguinte perfil 

molecular: receptor de estrogênio (ER) e receptor de progesterona (PR) 

positivos; receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano 

(HER2/neu) positivo; ER, PR e HER2/neu negativos (triplo negativo). A 

presença ou ausência desses receptores é importante para determinar o 

prognóstico e a terapia (Sørlie e cols., 2001). Tumores que apresentam 

receptores de hormônio podem fazer terapia endócrina com tamoxifeno, que 

produz metabólitos com afinidade para ER, inibindo o crescimento de células 

responsivas a esse hormônio (Zembutsu, 2015). Caso o tumor progrida, eles se 

tornam candidatos à quimioterapia citotóxica, assim como os pacientes com 

tumores que não expressam receptores de hormônios ou com metástase 

visceral. A doxorrubicina é um dos principais quimioterápicos utilizados nesse 

caso, tanto em monoterapia como em terapia combinada, porém apresenta 

elevada toxicidade (Wilcken e Dear, 2008). 

 

1.3.  Doxorrubicina 

 

Entre as principais classes de antineoplásicos estão as drogas que têm 

como alvo a enzima DNA topoisomerase II (DNA Topo II), que incluem as 

antraciclinas, medicamentos amplamente utilizados no tratamento 
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quimioterápico. As antraciclinas foram descobertas em 1960 através do 

isolamento da doxorrubicina, a partir da bactéria Streptomyces 

peucetiuscaesius. Todas as antraciclinas consistem de um anel aglicona 

acoplado a um amino-açúcar que pode intercalar-se no DNA (Patel e cols., 

2013). A doxorrubicina (Figura 3), um antibiótico antracíclico com atividade 

antitumoral (Carvalho e cols, 2014), é amplamente utilizada para tratar o câncer 

de mama, sendo efetivo tanto para os estágios iniciais deste tipo de câncer, 

quanto para a metástase, porém seu uso é limitado pelo efeito cardiotóxico, 

que pode ser tanto agudo e reversível, quanto tardio e fatal (Lao e cols., 2013). 

Além da inibição da DNA Topo II que resulta na ruptura das fitas de DNA, a 

doxorrubicina induz a inibição da síntese de proteínas e replicação de DNA 

pela capacidade de intercalar-se ao DNA, assim como pela geração de 

espécies reativas de oxigênio, levando a danos oxidativos no DNA e à 

peroxidação de lipídios (Minotti e cols., 2004).  

 

Figura 3. Estrutura do complexo DNA-Doxorrubicina. (a) Doxorrubicina se liga 

covalentemente (em vermelho) com uma guanina em uma das fitas de DNA e 

forma pontes de hidrogênio com uma guanina da fita de DNA oposta. (b) 

Estrutura da Doxorrubicina intercalada no DNA.  
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Fonte: Yang e cols. (2014). 

 

Em relação ao mecanismo de cardiotoxicidade, estudos indicam que 

processos de sinalização celular, tais como a ativação da p53 (tumor protein 

p53), decréscimo na atividade da proteína cinase B (Akt), aumento na atividade 

da p38 (p38 kinase), alteração na regulação da GATA4 (GATA bindingprotein 

4) e heme oxigenase estão envolvidos na cardiotoxicidade induzida pela 

doxorrubicina (Yoshida e cols., 2009). Além disso, tem sido demonstrado que a 

geração de ERO está associada com apoptose, necrose e autofagia observada 

em cardiomiócitos de camundongos tratados com doxorrubicina (Zhang e cols., 

2009), sendo apontada como o principal mecanismo de cardiotoxicidade do 

quimioterápico.  A toxicidade da doxorrubicina no cardiomioblasto inclui 

despolarização mitocondrial, fragmentação e desorganização da rede 

mitocondrial (Vejpongsa e Yeh, 2014). O coração é muito suscetível aos danos 

oxidativos induzidos pela doxorrubicina, devido à alta quantidade de 

mitocôndrias contidas nele, mas também é observada a toxicidade na 
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mitocôndria de outros tecidos como cérebro, pulmão e fígado (Carvalho e cols., 

2014). 

Além da cardiotoxicidade, outro problema do tratamento com 

doxorrubicina é resistência tumoral à quimioterapia. A resistência em células de 

mamíferos às drogas inibidoras da DNA Topo II é frequentemente associada à 

expressão reduzida das isoformas desta enzima, ou seja, a resistência seria 

mediada através da redução de danos no DNA mediados pela enzima e não 

através do aumento da sua atividade (Pommier e cols., 2010). Adicionalmente, 

o aumento nos mecanismos de reparo de DNA, assim como já mencionado 

anteriormente, e um aumento do efluxo da droga pelas proteínas de membrana 

também têm sido associados à resistência das células tumorais à doxorrubicina 

(Helleday e cols., 2008). 

  

1.4. Novas abordagens de tratamento 

 

1.4.1. Plantas medicinais 

 

Considerando as projeções da OMS para o Brasil, a qual estima 

números anuais crescentes de casos novos de câncer, torna-se imprescindível 

a busca por novos medicamentos que resultem em redução das complicações 

associadas ao tratamento da doença.  

Os produtos naturais têm sido incluídos como fonte potencial para o 

desenvolvimento de novos medicamentos. Um número crescente de 

compostos extraídos de fontes naturais, principalmente metabólitos 

secundários, está atualmente em desenvolvimento pré-clínico ou clínico. São 
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exemplos de metabólitos secundários de plantas com propriedade 

anticancerígena testados clinicamente: paclitaxel, genisteína, licopeno e 

resveratrol (Buyel, 2018).  O paclitaxel, por exemplo, foi aprovado para uso em 

1992, pela United State Food and Drug Administration (FDA), e vem sendo 

usado para tratar câncer de ovário, mama, pâncreas entre outros. O paclitaxel 

é um diterpeno tricíclico isolado da casca de Taxus brevifolia Nutt e tem tido 

sucesso clínico, o que motiva novas pesquisas com plantas medicinais em 

busca de novos compostos (Seca e Pinto, 2018). Na área do câncer, no 

período de 1940 a 2014, aproximadamente 50% das moléculas aprovadas são 

produtos de origem natural (vegetal, marinho, micro-organismos, entre outros) 

ou derivados (Newman e Cragg, 2016).  

 

1.4.2. Família Piperaceae 

 

Uma família de planta importante comercialmente e farmacologicamente 

é a Piperaceae. Esta família compreende aproximadamente três mil espécies 

distribuídas em oito gêneros, dos quais se destacam os gêneros Piper, 

Peperomia e Pothomorphe. São plantas de ampla distribuição geográfica, 

ocorrendo na Argentina, Paraguai e nas regiões nordeste, sudeste e sul do 

Brasil. No Brasil, existem aproximadamente 460 espécies distribuídas em cinco 

gêneros, muitas delas extremamente comuns na Mata Atlântica, onde ocorrem 

em abundância e diversidade (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002). Este grande 

número de espécies caracteriza-se pelo uso medicinal popular e pela 

importância econômica e comercial, devido à produção de óleos essenciais 
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utilizados pela indústria de condimentos, indústria farmacêutica e pela indústria 

de inseticidas (Silva e Machado, 1999). 

O gênero Piper é o mais estudado e conhecido do ponto de vista 

químico, com destaque especial a espécie da pimenta, Piper nigrum, e 

espécies medicinais de ampla utilização, como a Piper betle, Piper longum, 

Piper angustifolium, Piper methysticum, assim como outras de grande 

importância em sistemas tradicionais da medicina, como a chinesa e aiuvédica 

(Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002). Outra planta desta família que tem recebido 

destaque é a Piper gaudichaudianum Kunth, que se desenvolve 

abundantemente em toda a Mata Atlântica, sendo conhecida como pariparoba 

no Sul do Brasil e jaborandi falso ou iaborandi nas outras partes do país (Péres 

e cols., 2009). 

 

1.4.2.1. Piper gaudichaudianum 

 

A P. gaudichaudianum é um arbusto de pequeno porte, com folhas 

curto-pecioladas, membranáceas, um pouco ásperas, acuminadas no ápice, 

assimétricas na base, com inflorescência tipo espiga, levemente curvadas, 

chegando a alcançar oito centímetros de comprimento (Figura 4) (Di Stasi e 

Hiruma-Lima, 2002). A maioria das espécies desse gênero não tem valor 

econômico, embora apresentem uma grande importância ecológica dentro de 

seu habitat natural, principalmente nas florestas úmidas. As folhas das plantas 

do gênero Piper servem de alimentos para insetos enquanto que os frutos 

nutrem uma variedade de animais, incluindo morcegos e pássaros 

(Nascimento, 2011). 
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Figura 4. Arbusto característico de P. gaudichaudianum. 

 

Fonte: Sperotto e cols. (2012). 

 

Na região da Mata Atlântica, tanto a infusão das folhas, como as folhas 

frescas da P. gaudichaudianum são utilizadas popularmente para aliviar a dor 

de dente, ao passo que as raízes frescas são mastigadas como anti-

inflamatório e no tratamento de distúrbios hepáticos (Di Stasi e Hiruma-Lima, 

2002). Um dos componentes estudados dessa espécie é o óleo essencial 

extraído de suas folhas, caracterizado como composto complexo, constituído 

por moléculas de baixo peso molecular, com odor forte e com alta volatilidade 

(Bakkali e cols., 2008; Noorizadeh e cols., 2011).  

 

1.4.3. O óleo essencial da P. gaudichaudianum e seus componentes 

majoritários 

 

Óleos essenciais são moléculas com alta volatilidade, odorizadas e 

sintetizadas por células secretoras de plantas aromáticas (Bayala e cols., 

2014). Os óleos essenciais, por definição, são produzidos tanto por destilação 
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a vapor ou destilação seca ou ainda por meio de um tratamento mecânico, a 

partir de uma única espécie. Produtos obtidos por outros métodos de extração, 

como solventes, não são considerados óleos essenciais (Baser e Buchbauer, 

2010).  

Os óleos essenciais são metabólitos secundários produzidos através 

dos metabólitos primários das plantas. Os metabólitos secundários são 

moléculas orgânicas de tamanho pequeno e que podem ser classificados em 

três principais grupos conforme a via pela qual são sintetizados: terpenos, 

fenóis e alcaloides (Seca e Pinto, 2018). Os terpenos são formados por 

unidades de isoprenos, que contêm 5 carbonos e são também chamados de 

hemiterpenos. Os terpenos contêm múltiplos de 5 carbonos, sendo nomeados 

de monoterpenos quando possuem 10 carbonos, sesquiterpenos quando com 

15 e diterpenos quando possuem 20 carbonos (Baser e Buchbauer, 2010; 

Beller, Lee e Katz, 2015). 

Análises fitoquímicas indicam que 87,6% da composição do óleo 

essencial de P. gaudichaudianum é representada por sesquiterpenos, sendo os 

principais: (E)-nerolidol, α-humuleno, (E)-cariofileno e biciclogermacreno, 

representados na Figura 5 (Péres e cols., 2009; Sperotto e cols., 2013). Entre 

as atividades biológicas descritas para o óleo essencial de P. gaudichaudianum 

inclui-se a atividade larvicida contra Aedes aegypti (De Morais e cols., 2007) e 

atividade antifúngica contra Cryptococcus neoformans e Candida krusei 

(Morandim-Giannett e cols., 2010).  

 

 



 19 

Figura 5. Estrutura química dos compostos majoritários do óleo essencial da P. 

gaudichaudianum. 

 

 

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, 

demonstrou-se que o óleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum 

apresenta citotoxicidade aguda e dose-dependente em células de fibroblasto 

pulmonar de hamster chinês (linhagem V79), além de genotoxicidade e 

mutagênese (Péres e cols., 2009). Aprofundando o estudo do efeito do óleo 

essencial em células V79 foi visto que o mecanismo de ação compreende a 

geração de espécies reativas de oxigênio, despolarização mitocondrial e 

diminuição da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD), causando 

morte por necrose e apoptose (Ramos e cols., 2015). Adicionalmente, foi 

demonstrado, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, que o óleo 

essencial da P. gaudichaudianum, assim como seu composto majoritário (E)-

nerolidol, não apresentam efeito mutagênico, mas induzem efeitos citotóxicos 

significativos, e que estes efeitos parecem estar relacionados à geração de 
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espécies reativas de oxigênio (ERO) (Sperotto e cols., 2013).  Em estudo mais 

recente o óleo e seus componentes majoritários apresentaram citotoxicidade 

em células MCF7 (adenocarcinoma mamário humano) (Manini e cols, 2015). 

O óleo essencial de plantas que contêm (E)-nerolidol apresenta 

atividade antioxidante in vitro e in vivo, mostrando um efeito neuroprotetor 

contra danos por espécies reativas, além de efeito anticolinesterásico e 

antinociceptivo (Chan e cols., 2016; De Carvalho e cols., 2017). No estudo de 

Ko e cols. (2017), o óleo essencial de Lindera erythrocarpa, uma planta 

coreana usada popularmente para tratar desordens digestivas e dor, inibiu a 

produção de mediadores pró-inflamatórios em macrófagos da linhagem 

RAW264.7. Esse óleo essencial é constituído de nerolidol (18.73 %), cariofileno 

(14.41 %), α-humuleno (7.73 %), semelhante ao óleo essencial de P. 

gaudichaudianum. Além disso, nerolidol também tem atividade antibacteriana 

em diferentes cepas de Staphylococcus aureus, causando disrupção da 

membrana celular, atividade antibiofilme, inseticida, antifúngica e antiparasítica 

(Chan e cols., 2016) 

O β-cariofileno é um sesquiterpeno fitocanabinoide agonista do receptor 

canabinoide 2 (CB2), sem afinidade pelo receptor canabinoide 1 (CB1), com 

atividade anti-inflamatória demonstrada em diferentes modelos animais de dor 

(Poddighe e cols., 2018). Suas propriedades analgésicas demonstradas in vivo 

e antitumorais in vitro fazem dele um promissor fitoterápico na oncologia, já que 

a dor é um sintoma adverso comum na quimioterapia (Fidyt e cols., 2016). 

Alfa-humuleno apresentou atividade anti-inflamatória em macrófagos 

murinos da linhagem RAW 264.7 (Coté e cols., 2017). Também mostrou 

toxicidade aguda contra larva de três mosquitos: Anopheles subpictus, o vetor 
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da malária, Aedes albopictus, vetor da dengue e Culex tritaeniorhynchus, vetor 

da encefalite japonesa (Govindarajan e Benelli, 2016).  

Interessantemente, a citotoxicidade em células tumorais dos 

componentes encontrados no óleo da P. gaudichaudianum também tem sido 

descrita. Nerolidol e α-humuleno induzem citotoxicidade em uma série de 

linhagens tumorais, incluindo linhagens de adenocarcinoma renal (ACHN), 

carcinoma de próstata hormônio dependente (LNCaP), melanoma melanócito 

(C32) e células MCF7 (Loizzo et al., 2007). O α-humuleno também apresentou 

citotoxicidade em células A549 (carcinoma de pulmão humano) e DLD1 

(adenocarcinoma de cólon humano) em 48 horas de tratamento no estudo de 

Coté e cols. (2017). Em estudo de Thirugnanasampandan e David (2014), o 

composto cariofileno apresentou atividade antioxidante e citotóxica em células 

MCF7. O β-cariofileno também é capaz de aumentar a citotoxicidade de alguns 

quimioterápicos, como o paclitaxel, e do sesquiterpeno α-humuleno em células 

MCF7 (Legault e cols., 2007). Em outro estudo, os sesquiterpenos trans-

nerolidol e α-humuleno demonstraram aumentar o acúmulo intracelular do 

quimioterápico doxorrubicina em células da linhagem Caco-2 (adenocarcinoma 

colorretal) sem aumentar o acúmulo desse quimioterápico em cultura primária 

de hepatócitos de rato (Ambroz e cols., 2015). Também aumentaram a eficácia 

da doxorrubicina em linhagens de câncer de ovário sensível e parcialmente 

resistente a doxorrubicina, A2780 e SKOV3 respectivamente, e em linhagem 

de câncer linfoblástico sensível a doxorrubicina (CCRF/CEM) (Ambroz e cols., 

2017). O óleo essencial da planta brasileira Zornia brasiliensis, conhecida como 

carrapicho, que apresenta como principais constituintes os mesmos 

componentes majoritários encontrados no óleo da P. gaudichaudianum (48% 



 22 

de trans-nerolidol, 9,3% de α-humuleno e 8,4% de β-cariofileno), apresentou 

citotoxicidade em 72 horas de tratamento em diferentes linhagens tumorais: 

B16F10 (melanoma de camundongo), HepG2 (carcinoma hepatocelular 

humano), HL-60 (leucemia promielocítica humana), e K562 (leucemia 

mielocítica crônica humana). O óleo de Z. brasiliensis apresentou maior 

citotoxicidade que os componentes majoritários individuais, mostrando possível 

efeito sinérgico dos componentes, e apresentou pouca toxicicidade em célula 

não tumoral PBMCs (células mononucleares de sangue periférico humano 

ativadas com concanavalina A – linfoblasto humano). Quando testado in vivo, 

em camundongos injetados com células B16F10, 100 mg/kg do óleo essencial 

foram suficientes para diminuir o tamanho do tumor, em 9 dias de tratamento 

intraperitoneal (Costa e cols., 2015).  

 

1.5. Mecanismo de ação dos óleos essenciais 

 

A composição dos óleos essenciais é heterogênea, fazendo com que 

eles não tenham um único mecanismo de ação. Por isso, um mesmo óleo pode 

ter diferentes tipos de efeito em tumores diferentes (Baser e Buchbauer, 2010; 

Bayala e cols., 2014). Em geral, os componentes majoritários dos óleos 

essenciais são responsáveis por sua atividade biológica, mas deve-se 

considerar que mesmo os compostos presentes em menor quantidade tenham 

ação, uma vez que há a possibilidade de efeito sinérgico dos compostos (Baser 

e Buchbauer, 2010; Bayala e cols., 2014).  

Sabe-se que os óleos essenciais têm a propriedade de gerar ERO 

intracelular e induzir apoptose. Por serem lipofílicos, os óleos essenciais 
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atravessam a membrana celular das células e podem danificar a membrana 

mitocondrial. Mudanças no fluxo de elétrons através da cadeia transportadora 

de elétrons mitocondrial promovem a geração de radicais livres, que oxidam 

lipídios, proteínas e danificam o DNA, levando a morte por apoptose (Bayala e 

cols., 2014; Gautam, Mantha e Mittal, 2014; Russo e cols., 2015). Além disso, 

muitos óleos essenciais apresentam componentes antioxidantes que, ao 

interagirem com ERO, são convertidos em pró-oxidantes, tornando-se capazes 

de oxidar lipídio, proteínas e DNA (Bakkali e cols., 2008). Os terpenos contidos 

nos óleos essenciais proporcionam a atividade antioxidante (Bhalla e cols., 

2013), sendo, como mencionado anteriormente, os componentes majoritários 

do óleo essencial da P. gaudichaudianum (Péres e cols.,2009). O efeito pró-

oxidante tem demonstrado ser eficiente na redução da proliferação tumoral e 

parece não causar efeitos tóxicos ou mutagênicos nos tecidos saudáveis 

(Bakkali e cols., 2008). Outros mecanismos de citotoxicidade dos óleos 

essenciais e seus componentes incluem parada de ciclo celular, perda de 

função de organelas, efeito antimetastático, antiangiogênico e alteração em 

enzimas detoxificantes (Gautam, Mantha e Mittal, 2014; Russo e cols., 2015). 

Parte desses efeitos está relacionada com a propriedade lipofílica dos óleos 

essenciais e pelo baixo peso molecular de seus constituintes, que permitem 

que eles atravessem a membrana celular. Como consequência, a célula perde 

conteúdo do citoplasma, altera seu pH e perde potencial de membrana 

mitocondrial (Bhalla e cols., 2013; Russo e cols., 2015). Na Figura 6 estão 

representados os principais mecanismos associados à citotoxicidade dos óleos 

essenciais. 
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Figura 6. Mecanismo de ação dos óleos essenciais em células tumorais. A 

permeabilidade celular dos óleos essenciais permite que eles atuem em 

diferentes alvos celulares, alterando diferentes vias de sinalização.  

 

Fonte: Adaptado de Gautam, Mantha e Mittal (2014). 

 

1.6. Nanoemulsão lipídica 

 

A busca por formulações de nanoemulsões com quimioterápicos e 

lipídios tem ganhado atenção nos últimos anos. Vários estudos têm mostrado 

que a nanoemulsão lipídica pode ser uma boa estratégia para entrega de 

droga, pois diminui a toxicidade dos quimioterápicos (Feio e cols., 2017; Gupta 

e cols., 2017). No estudo de Jiang e cols. (2013) a doxorrubicina foi circundada 

por uma nanoemulsão lipídica e essa formulação testada in vivo apresentou 

menor toxicidade para o coração, foi capaz de se acumular no tecido tumoral 

por passagem passiva e apresentou efeito terapêutico similar ao quimioterápico 

comercial Adriamicina. No estudo de Chen e cols. (2017) uma nanoemulsão 
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lipídica contendo paclitaxel foi formulada e apresentou semelhante atividade 

antitumoral in vivo comparada com a forma comercial de paclitaxel, Taxol, 

porém menor toxicidade aguda. Interessantemente, essa nanoemulsão não 

apresentou irritação intravenosa, nem hemólise de eritrócitos ou aglutinação, 

ao contrário da forma comercial Taxol. No estudo de Ahmad e cols. (2017) o 

óleo de peixe foi usado para englobar o quimioterápico taxoide DHA-SBT-1214 

em uma nanoemulsão que foi capaz de superar a falta de especificidade 

tumoral no alojamento da droga dentro do corpo. Essa nanoemulsão pode ser 

administrada via intravenosa em doses altas e apresentou afinidade com 

proteínas do soro, o que permitiu uma maior circulação sanguínea e maior 

eficiência terapêutica, além de não ser tóxica ou irritante. A nanoemulsão de 

óleos essenciais e seus componentes isolados também tem mostrado ser uma 

boa formulação para potencializar o efeito dos mesmos (Periasamy e cols., 

2016; Valdés e cols., 2016; Borges e cols., 2018). Muitos desses óleos 

essenciais têm atividade anti-inflamatória, analgésica e antitumoral relatada, 

sendo assim, poderiam ter papel adjuvante no controle de efeitos adversos de 

quimioterápicos. Dessa forma, seria interessante associá-los a quimioterápicos 

em nanoemulsões lipídicas como formulação de aplicação.  

 

1.7. Justificativa 

 

O câncer de mama representa cerca de 28% dos novos casos de câncer 

a cada ano no Brasil, e os tratamentos, apesar de eficientes, levam à perda de 

qualidade de vida em função dos efeitos adversos (INCA, 2018; Braybrooke e 

cols., 2015; Hall e cols., 2014). Isso porque os quimioterápicos tradicionais 
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agem principalmente nas células durante a divisão celular, induzindo danos no 

DNA e quebras de cadeia, que interferem no reparo de DNA e na divisão 

celular. Esses mecanismos podem interferir em qualquer célula, não somente 

nas células tumorais, causando muitos efeitos adversos que limitam o seu uso 

e causam dor. A doxorrubicina, principal droga utilizada no tratamento do 

câncer de mama, é cardiotóxica, nefrotóxica e causa sintomas 

psiconeurológicos pós-tratamento em pacientes com câncer de mama 

(Aboalela e cols., 2015). Por outro lado, os produtos naturais com atividade 

anticancerígena têm ganhado crescente interesse em pesquisas recentes por 

apresentarem baixa toxicidade às células normais (Zhang e cols., 2014). 

Diferentes compostos naturais têm demonstrado efeito modulador na 

citotoxicidade da doxorrubicina em células de câncer de mama, como por 

exemplo, a papuamine, o resveratrol e o linalol (Ravizza e cols., 2008; 

Miyashita e Sadzuka, 2013; Kanno e cols., 2014; Huang e cols., 2014). Neste 

sentido torna-se interessante verificar o efeito modulador do óleo essencial de 

P. gaudichaudianum frente ao tratamento com doxorrubicina em células 

tumorais. Além disso, os óleos essenciais podem ser importantes adjuvantes 

na quimioterapia uma vez que combinados com um quimioterápico podem 

diminuir a proliferação tumoral, a metástase e a resistência a múltiplas drogas 

(Gautam, Mantha e Mittal, 2014). Eles também podem ajudar no controle dos 

efeitos adversos através do efeito analgésico e anti-inflamatório. Considerando 

que existe um interesse em buscar novas estratégias terapêuticas com uma 

menor toxicidade às células normais, diminuição dos efeitos adversos e maior 

especificidade às células tumorais, possibilitando um ganho na qualidade de 

vida, os óleos essenciais tornam-se uma alternativa interessante.   
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2. Objetivos 

 

Avaliar o efeito modulador do óleo essencial da Piper gaudichaudianum 

na citotoxicidade da doxorrubicina em células MCF7, atendendo os seguintes 

objetivos específicos: 

  

a) Confirmar a composição do óleo essencial conforme descrito 

na literatura, assim como determinar a concentração destes 

componentes no óleo, através da comparação com padrões em 

análise por GC-MS.   

 

b) Avaliar a citotoxicidade do óleo essencial em células MCF7 

(adenocarcinoma mamário humano), após 96 horas de tratamento, 

através do ensaio com corante azul de trypan.  

 
c) Avaliar a citotoxicidade do óleo essencial em H9C2 

(cardiomiócito embrionário de rato) após 96 horas de tratamento, 

através do ensaio com corante azul de trypan e identificar o perfil de 

morte pela utilização de marcadores fluorescentes anexina-FITC 

(apoptose) e PI (necrose). 

 
d) Avaliar o efeito da combinação do óleo essencial com 

doxorrubicina em tratamento de 96 horas, em célula MCF7, medindo 

a viabilidade por azul de trypan.  
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e) Avaliar o efeito do óleo essencial no acúmulo intracelular de 

doxorrubicina em células MCF7, após 6 horas de tratamento, 

medindo a autofluorescência da doxorrucicina por citometria de fluxo. 

 
f) Avaliar a geração da espécie reativa ânion superóxido em 

células MCF7 tratadas por 16 horas com o óleo essencial, através da 

medição da fluorescência do mitosox oxidado na presença desse 

ânion.   

 
g) Avaliar a atividade antioxidante do óleo essencial, através da 

capacidade de sequestrar elétrons do radical DPPH em tubo de 

ensaio, medindo a absorbância da reação em espectrofotômetro. 
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Abstract: Conventional cancer treatments can cause side effects. Doxorubicin is a chemotherapy widely used to 

treat breast cancer, but its use is limited by the cardiotoxic effect. The search for new therapies that improve the 

effectiveness of treatment reducing these side effects becomes necessary. The Piper gaudichaudianum Kunth is a 

medicinal plant from a highly studied family Piperaceae and its essential oil is composed of sesquiterpenes with 

promising antitumor, analgesic and anti-inflammatory activity. This work aims to identify medicinal properties to 

P. gaudichaudianum essential oil when combined with doxorubicin in MCF7 breast cancer line. The composition 

of the essential oil was analyzed by GC-MS and showed that the essential oil is composed mainly of (E)-

nerolidol, (E)-caryophyllene and α-humulene. The oil also showed to have free radical scavenging activity by the 

DPPH assay as well as antitumor activity in MCF7 breast cancer cell line by the trypan blue assay, without 

cytotoxicity to H9C2 non-tumor cell line. The essential oil of P. gaudichaudianum modulated the doxorubicin-

induced cytotoxicity in MCF7 cells after 96 hours of treatment. Interestingly, it did not increase the generation of 

superoxide in the tumor cell line after 16 hours of treatment, but it showed an increased accumulation of 

intracellular chemotherapy when evaluated after 6 hours of treatment. The essential oil of P. gaudichaudianum 

appears to be a good adjuvant candidate in doxorubicin chemotherapy. 

Keywords: Essential oil, medicinal plant, antitumor, antioxidant, doxorubicin, breast cancer, cardiomyocyte, 

adjuvant. 

1. INTRODUCTION 

 Piper gaudichaudianum Kunth (Piperaceae) is a medicinal plant found in Atlantic Forest. The leaves 
are used by local population to relieve toothache and the roots are chewed to relieve liver disorders [1]. In 
earlier studies the essential oil of P. gaudichaudianum showed be mainly composed of sesquiterpenes 
with promising medicinal activity: (E)-nerolidol, α-humulene and (E)-caryophyllene [2,3].  

 The essential oil of plants containing (E)-nerolidol presents antioxidant activity in vitro and in vivo, 
showing a neuroprotective effect against damage by reactive species, besides anticholinesterase and 
antinociceptive effect [4,5,6]. The sesquiterpene (E)-caryophyllene is known as a cannabinoid receptor 
agonist 2 (CB2), with in vivo analgesic effect and anti-inflammatory activity besides in vitro antitumor 
property [7,8]. (E)-caryophyllene is also capable of enhancing the cytotoxicity of some chemotherapeutic 
agents, such as paclitaxel, and sesquiterpene α-humulene in MCF7 cells [9]. (E)-nerolidol and α-
humulene sesquiterpenes also demonstrated proprieties of oncologic interest once they showed increase 
intracellular accumulation of the chemotherapeutic doxorubicin in Caco-2 cells [10].  

 Doxorubicin is an anthracycline antibiotic with antitumor activity, it is widely used to treat breast 
cancer, with effectiveness to both initial stages and metastasis. Therefore, this chemotherapeutic drug has 
high toxicity, mainly cardiotoxic, and this adverse effect can be fatal, which limits its use [11,12,13]. 
Therefore, there is a need to find therapeutic alternatives that offer lower collateral toxicity than currently 
used chemotherapeutic agents or that act as adjuvants, reinforcing therapeutic approach and decreasing 
adverse effects [14]. 

 The essential oils may be important adjuvants in chemotherapy since when combined with a 
chemotherapeutic they can decrease tumor proliferation, metastasis and resistance to multiple drugs [15]. 
They could also help in controlling the adverse effects through the analgesic and anti-inflammatory effect, 
allowing a gain in quality of life. Thus, the aim of this work was evaluating the effect of P. 
gaudichaudianum essential oil in the modulation of cytotoxicity induced by doxorubicin in breast cancer 
cell line MCF7. Since the doxorubicin showed cardiotoxicity the P. gaudichaudianum essential oil effect 
was also evaluated in a heart cell line H9C2. 
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2. MATERIALS AND METHODS  

2.1. Materials 

 Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), RPMI-1640 medium, fetal bovine serum (FBS), 0.25% 
trypsin-EDTA (1X), penicillin/streptomycin, fungizone and phosphatase buffered saline (PBS) were 
purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). Human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 
and rat embryonic cardiomyocyte cell line H9C2 were obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (Rio 
de Janeiro, RJ, Brazil). MycoAlert mycoplasma detection kit was purchased from Lonza (Basel, 
Switzerland). Trypan blue, hydrogen peroxide (H2O2), doxorubicin hydrochloride, nerolidol (mixture of 
cis and trans), (-)-trans-caryophyllene, α-humulene, dimethyl sulfoxide (DMSO), 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and (±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (trolox) were 
purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA). FITC Annexin V/dead cell apoptosis kit and 
mitoSOX red indicator were purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). 
All other reagents were analytical grade.  

2.2. Sample 

 The leaves of P. gaudichaudianum were collected in july 2017 in Riozinho (Rio Grande do Sul, 
Brazil). The leaves were air-dried in shade and a voucher specimen is deposited at Herbarium of the 
Department of Botany, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil (No.: ICN 128412). 
The leaves (36 g) were hydrodistilled for 4 h in a Clevenger type apparatus according to British 
Pharmacopoeia Commission (2013), producing 0.5% (w/v) of essential oil. The yellow color essential oil 
was stored in a closed dark vial at -10°C and it was stored for no more than one month until use in cell 
culture. 

2.3. Analysis by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

The major constituents of Piper gaudichaudianum essential oil (EO) were analyzed by GC-MS. The 
samples of essential oil were diluted (1:1000 and 1:200 v/v) in hexane prior to GC-MS analysis. A 
Shimadzu GC/MS (model QP2010 Ultra) was employed using electron ionization equipped with an 
injector (model AOC-20i) and with a RESTEK RTX5-MS column (30m x 0.25mm x 0.25µm). It was 
injected 0.5 µL on the analytic system under the following conditions, temperature program: 80°C (2 
min), 12ºC/min to 150°C (2min), raising to 6°C/min until 250°C (1 min), total time running of 27 min 
and 50 secs, injector temperature: 200°C, split ratio: 1:15, carrier gas: helium (flow rate: 1.64 mL/min).  
The ionization font was at 200°C, full scan mode (m/z 50 to m/z 350), 70 eV. The following ions was 
selected to identification of the major constituents, (E)-caryophyllene: m/z 133, m/z 93, m/z 69, α-
humulene: m/z 121, m/z 93, m/z 80, (E)-nerolidol: m/z 107, m/z 93, m/z 69. A calibration curve was 
performed at following concentrations rates, (E)-caryophyllene: 0.5 – 0.1 mg/mL, α-humulene: 1.2 – 0.4 
mg/mL, nerolidol (cis and trans mixture): 6.8 – 2.28 mg/mL. Data were processed using lab solutions 
software. Essential oil compounds were identified by the NIST standard reference database or with mass 
spectra from the literature [2]. All determinations were performed in triplicated. 

2.4. Cell culture and treatments 

 Human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 and rat embryonic cardiomyocyte cell line H9C2 were 
cultured under standard conditions in RPMI-1640 supplemented with 20% heat-inactivated FBS and 
DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS, respectively, both supplemented with 0.2 mg/mL 
L-glutamine, 100 IU/mL penicillin, and 100 µg/mL streptomycin. Cells were maintained in tissue-culture 
flasks at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. The EO dissolved in ethanol, was added to 
culture medium to achieve different designed concentrations (10, 20, 40 and 80 µg/mL). The final ethanol 
concentration in the medium never exceeded 0.16%, and a negative control was exposed to the higher 
concentration of solvent. Cells were seeded in FBS supplemented medium and grown for one day before 
receive treatment with the essential oil and doxorubicin (0.12 µM). The cells were treated for 6,16 or 96 
hours under standard conditions. After treatment, the survival was accessed by trypan blue, the 
superoxide production was analyzed by mitoSOX fluorescence and the cell intake of doxorubicin was 
accessed by auto fluorescence. Annexin V-FITC and PI were used to analyze cell death.  

2.5. Trypan blue exclusion assay (TB) 

 Cell viability was measured by TB exclusion assay. After treatment cells are washed with PBS, 
detached using trypsin, resuspended in PBS, stained with trypan blue and counted using Countess 
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automated cell counter (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). The viability was 
calculated as a relative percentage of negative control. 

2.6. Analysis of cell death by FITC annexin V/dead cell apoptosis kit 

 A FITC annexin V/dead cell apoptosis kit was used to determine apoptotic and necrotic cells. After 
treatment, cells were trypsinized, collected and resuspended in 40 μL of binding buffer with 2 μL 
Annexin V-FITC. Cells were incubated for 15 min in the dark at room temperature. After incubation, 160 
μL of binding buffer and 2 μL of PI were added. Cells were incubated for 5 min and additional 200 μL of 
binding buffer were added. Data were collected and analyzed in a FACS Calibur (Becton Dickinson, San 
Jose, CA, USA) flow cytometer with CellQuest software, in a total of 20,000 events per sample; 
fluorescence was measured, and the percentage of viable, early apoptotic, late apoptotic and necrotic cells 
was determined. 

2.7. Intracellular Doxorubicin accumulation  

 The Doxorubicin auto fluorescence was evaluated after cell treatment with doxorubicin in 
combination with P. gaudichaudianum essential oil (EO). Cells was washed with PBS after treatment, 
detached with trypsin, resuspended in PBS and the fluorescence was measured in FACS Calibur (Becton 
Dickinson, San Jose, CA, USA), using the following parameters: 488 nm excitation and 585 nm emission. 
A total of 10,000 cells were counted in each experiment. The Cell Quest software (Becton Dickinson) 
was used to calculate the median fluorescence. 

2.8. MitoSOX red assay for the determination of superoxide production 

 Levels of mitochondrial superoxide were estimated using the fluorogenic dye mitoSOX. After 
treatment cells were washed and incubated with mitoSOX for 10 min at 37 °C in the dark. After 
incubation, cells were washed with PBS and analyzed using FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, 
CA, USA). The mitoSOX oxidation was measured using 488 nm excitation and 580 nm emission filter. A 
total of 10,000 cells were counted in each experiment. The Cell Quest software (Becton Dickinson) was 
used to calculate the median fluorescence. Data were expressed as percentages of control values. 

2.9. Free radical scavenging activity assay 

The free radical scavenging activity of P. gaudichaudianum essential oil was measured according to 
method described by Blois [16] with some adaptations. The sample was diluted in ethanol (100, 80, 60, 
40 and 20 mg/mL) for radical scavenging activity test. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 500 mM 
was prepared in methanol and 500 µL of this solution was added to 400 µL of TRIS-HCl solution (100 
mM, pH 7.4) and 100 µL of sample. The reagent solutions were incubated at room temperature for 30 
min, then a dilution in ethanol (1:3 v/v) was prepared in a 96 well plate before measure absorbance at 517 
nm using a SpectraMax M2e microplate reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) 
spectrophotometer. A reference compound (0.2 mg/l trolox solution in ethanol) was used as test control. 
The experiments were repeated three times. The percentage of radical scavenging (RSA%) was calculated 
using the following equation: 

RSA% = [(A0 – A1)/A0] x 100 

In which A0 is the absorbance of the control reaction (without essential oil), and A1 is the absorbance in 
the presence of sample. The inhibitory concentration that reduces 50% of free radicals (IC50) was 
calculated by linear regression graphic.   

2.11. Statistical analysis  

 All experiments were independently repeated at least two times. Results are expressed as means ± 
standard deviation (SD). Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), and means 
were compared using the Dunnetts test, with p <0.05 considered as statistically significant. 

 3. RESULTS AND DISCUSSION 

 In the first step it was evaluated the chemical composition of P. gaudichaudianum essential oil. As 
showed before, (E)-nerolidol, (E)-caryophyllene and alfa-humulene are the major constituents [2,3]. In 
this work the concentration of these majors P. gaudichaudianum essential oil constituents were 
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established by GC-MS. Table 1 shows the calculated concentration of each constituent and the 
chromatographic profile is showed at Figure 1, as well as the retention times. After the EO composition 
be confirmed we performed the next experiments in order to evaluate the antitumor properties of EO and 
its modulatory effect on doxorubicin cytotoxicity. 

 The cytotoxic potential of the EO was evaluated by the trypan blue assay in human tumor cell line.  P. 
gaudichaudianum essential oil induced concentration-dependent cytotoxic effects after 96 hours of 
treatment in MCF7 breast cancer cells (Figure 2) especially at high concentrations, which EO induced 
significative cytotoxicity. The IC50 value after 96 hours of treatment of P. gaudichaudianum essential oil 
in MCF7 was 65.67 µg/mL. Since the concentration of 80 µg/mL showed a high cytotoxicity, we choose 
to follow further experiments with the concentrations of 10, 20 and 40 µg/mL.  

 Once the EO presented antitumor activity, an assay was carried out to analyze whether it would have 
the ability to modulate the cytotoxicity of the doxorubicin. The P. gaudichaudianum essential oil appears 
to modulate the cytotoxicity of doxorubicin in MCF7 cells as showed in Figure 3 by decreasing the cell 
viability after 96 hours of treatment, inducing a significant decrease at concentrations of 20 and 40 
µg/mL. 

 Interestingly, when we evaluate the cytotoxicity of EO in cardiomyocytes H9C2, no significant 
decrease in cell viability can be observed after 96 hours of treatment (Figure 4). While doxorubicin 
treatment induces a significant decreased in H9C2 cells viability. To confirm this absence of cytotoxicity 
we evaluated the cell labeling with annexin V-FITC and PI after these same treatment conditions and the 
results confirm that EO doesn’t induce an increase in cell death in H9C2 cell (Figure 5), differing from 
doxorubicin. 

 To investigate the mechanism by which the EO increases the toxicity of doxorubicin, we evaluated the 
intracellular accumulation of doxorubicin by measuring the fluorescence of the drug, and the results 
showed that the P. gaudichaudianum EO induces a significant increase accumulation of intracellular 
doxorubicin (Figure 6).  

 The improvement in doxorubicin cytotoxicity induced by P. gaudichaudianum EO can be associated 
to the doxorubicin intracellular accumulation increase. The (E)-nerolidol and (E)-caryophyllene can 
increase penetration across the plasma membrane [4,17], being able to be responsible for this effect in 
EO. This enhancer in doxorubicin intracellular intake makes the EO a suitable candidate as adjuvant in 
chemotherapy, since it has also been shown to be non-cytotoxic to the heart cell line, which is the main 
target organ of the adverse effects of this chemotherapy drug treatment, due to reactive oxygen species 
(ROS) increase [18,19,20]. 

 The ability of EO to induce ROS formation was evaluated in MCF7 cells to investigate if it is a 
mechanism of cytotoxicity induction. The results showed that the essential oil does not increase the 
production of superoxide anion, indicating that it does not alter the redox state of the cells (Figure 7). On 
the other hand, when we evaluated the antioxidant action of EO we observed a concentration-dependent 
effect in scavenging the free radical DPPH (Figure 8), indicating an antioxidant effect (IC50 = 69.7 
mg/mL). 

 As showed in this work and others from our group (E)-nerolidol is the more abundant constituent in P. 
gaudichaudianum essential oil [2,3]. The (E)-nerolidol is an antioxidant compound [4], which may be 
responsible for the pharmacological actions of essential oil. The antioxidant activity of the EO could be 
helpful to control the adverse effects of doxorubicin, since this drug causes oxidative damages, which 
include increased levels of oxygen and nitrogen reactive species and lipid peroxidation in healthy cells 
[21,22]. Also, it is important to note that the EO showed antitumor activity without elevating superoxide 
anion generation. This is relevant since some essential oils, although antioxidants, can be intracellular 
pro-oxidants and consequently cause mitochondrial membrane damage [23,24,25], which does not appear 
to occur in MCF7 cells. 

 4. CONCLUSION 

 The Piper gaudichaudianum essential oil showed to be a good source of sesquiterpenes with related 
analgesic activities, (E)-nerolidol and (E)-caryophyllene besides having antioxidant activity. These properties 
could be helpful for controlling of chemotherapy adverse effects. Furthermore, the EO showed improve the 
intracellular intake of doxorubicin and cytotoxicity for breast cancer cell line MCF7, having antitumoral 
activity without being toxic for non-tumor H9C2 cell line.  
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Table 1. Concentration of the major constituents of P. gaudichaudianum essential oil. Data represents the mean 
of triplicate experiments analyzed by GC-MS.  

Compounds 

Range of 

calibrated 

curve 

(mg/mL) 

Coeffiicient 

correlation R2 

Concentration 

mg/mL of EO 

(E)-nerolidol 2.28 - 6.8 0.9943 166.4 

(E)-caryophyllene 0.1 - 0.5 0.9948 73.7 

α-humulene 0.4 - 1.2 0.9925 44.2 

 

 

Figure 1. EO cromathografic perfil. Total ion chromatogram (TIC) of the major constituents of P. 
gaudichaudianum essential oil: (E)-caryophyllene (RT; 9.271 min), α-humulene (RT; 9.844 min) and (E)-
nerolidol (RT; 11.668 min). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Cytotoxicity of P. gaudichaudianum essential oil (EO) in MCF7 cells after 96 hours of treatment 
evaluated by trypan blue assay. Data represent mean ± standard derivation of three independent experiments. 
*p<0.05, **p<0.01 significant difference to untreated negative control (NC). 
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Figure 3. Cytotoxicity of different concentrations of P. gaudichaudianum EO in combination with 0.12 µM of 
doxorubicin after 96 h of treatment in MCF7 cell evaluated by trypan blue assay. Viability as percentage of 
negative control (untreated). Data represent mean ± standard derivation of three independent experiments. 
*p<0.05 significant difference to doxorubicin (DOX). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. P. gaudichaudianum EO cytotoxicity in H9C2 cell after 96 h of treatment evaluated by trypan blue 
assay. Doxorubicin (DOX, 0.12 µM) was used as positive control. Viability as percentage of NC (untreated). 
Data represent mean ± standard derivation of three independent experiments. ***p<0.001 significant difference 
to negative control (NC). 
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Figure 5. Dead cell profile of P. gaudichaudianum EO treatment in H9C2 cell. 0.12 µM doxorubicin (DOX) 
was used as positive control. Cells were treated for 96 h until the analysis.  Data represent mean ± standard 
derivation of two independent experiments.     
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Figure 6. Intracellular intake of doxorubicin in presence of P. gaudichaudianum EO. MCF7 cells was treated 
with 0.12 µM doxorubicin (DOX) plus different increase concentrations of EO for 6 h. Data represent median 
fluorescence intracellular as percentage of doxorubicin (DOX) and standard derivation of three independent 
experiments. *p<0.05, ***p<0.001 significant difference of control (DOX). 
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Figure 7. Median fluorescence intracellular of mitosox oxidation in presence of superoxide. MCF7 cells treated 
with P. gaudichaudianum EO for 16 h showed no increase in superoxide. 2 mM of hydrogen peroxide (1 h of 
treatment) was used as positive control of the test. Data represent mean and standard derivation of three 
independent experiments. ***p<0.001 significant difference of untreated negative control (NC). 
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Figure 8. DPPH scavenging activity of P. gaudichaudianum EO at increase concentrations. Data represent 
mean ± standard derivation of three independent experiments.  A linear regression showed IC50 of 69.7 
mg/mL. Reactive scavenging activity (RSA) as percentage of control (without EO).  
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4. Considerações finais e perspectivas 

 

O presente estudo faz parte do projeto intitulado “Análise do 

mecanismo de ação do óleo essencial da Piper gaudichaudianum na 

citotoxicidade da doxorrubicina” e está registrado na Comissão de Pesquisa da 

UFCSPA sob número 081/2015.  

O estudo do óleo essencial da Piper gaudichaudianum Kunth iniciou 

no grupo de pesquisa em 2005 e desde então vem gerando dados 

interessantes. A planta despertou interesse por ser usada popularmente como 

analgésica e anti-inflamatória, porém não existiam estudos de citotoxicidade 

que garantissem sua segurança. O grupo iniciou então os estudos toxicológicos 

do óleo in vitro e sua citotoxicidade aguda em células V79 e em linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae despertou atenção, gerando dois artigos publicados. 

Visto que o óleo apresentava interessante toxicidade, foram iniciados os 

estudos em células tumorais e o óleo mostrou mais uma vez ser citotóxico. 

No estudo apresentado nessa dissertação, o óleo essencial da Piper 

gaudichaudianum mostrou ser uma boa fonte de sesquiterpenos, com efeito 

antitumoral seletivo, pois não mostrou citotoxicidade na linhagem não tumoral 

de cardiomiócito. Ao aprofundar o estudo da atividade antitumoral, na linhagem 

de câncer de mama, foi visto que o óleo não aumentou a geração de  

superóxido mitocondrial em 16 horas de tratamento, porém outros tempos de 

tratamento precisam ser testados e outras espécies reativas podem ser 

avaliadas para confirmar esse resultado negativo e, caso o resultado se 

confirme, um ensaio avaliando a atividade antioxidante intracelular poderia ser 

acrescentado, pois o óleo já mostrou ter atividade antioxidante isoladamente, 
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isto é, na ausência contato com células.   Devido à característica lipofílica do 

óleo, seria importante investigar a despolarização de membrana mitocondrial 

como um possível mecanismo de ação, pois ele pode danificar as membranas 

celulares. 

Ao avaliar a combinação do óleo essencial com o quimioterápico 

doxorrubicina em célula tumoral foi visto um aumento na citotoxicidade, 

possivelmente por um sinergismo das drogas. Investigando essa interação, foi 

visto que o óleo aumentou o acúmulo intracelular do quimioterápico nessas 

células. Seria importante testar se esse aumento de citotoxicidade também 

ocorre na linhagem não tumoral, com aumento de acúmulo de doxorrubicina 

intracelular, ou se o tratamento combinado apresenta seletividade para a célula 

tumoral. Também seria interessante investigar aumento ou diminuição de 

geração de espécie reativas e a despolarização de membrana mitocondrial na 

linhagem tumoral tratada com ambas as drogas para aprofundar a investigação 

do sinergismo entre as drogas. Por fim, uma nanoemulsão do óleo com a 

doxorrubicina poderia ser formulada para avaliação de citotoxicidade in vitro, 

pois o óleo mostrou aumentar o acúmulo de doxorrubucina na célula tumoral e 

uma nanoemulsão poderia auxiliar nesse processo de entrega de doxorrubicina 

para a célula, viabilizando também a ação conjunta dessas duas drogas em um 

teste in vivo.  

O óleo essencial da P. gaudichaudianum é constituído principalmente 

pelos sesquiterpenos (E)-nerolidol e (E)-cariofileno, que têm atividade 

analgésica e anti-inflamatória mostrados tanto in vitro quanto in vivo. Seria 

interessante como próximo passo testar se o óleo também possui essas 

propriedades in vivo. 
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5. Anexo 

Normas do manuscrito para submissão na revista Anti-Cancer Agents in Medicinal 

Chemistry: 

 

MANUSCRIPT PREPARATION 

The manuscript should be written in English in a clear, direct and active style. All pages 

must be numbered sequentially, facilitating in the reviewing and editing of the 

manuscript. 

MICROSOFT WORD TEMPLATE 

It is advisable that authors prepare their manuscript using the template available on the 

Web, which will assist in preparation of the manuscript according to Journal s Format. 

Download the Template. 

Our contracted service provider Eureka Science can, if needed, provide professional 

assistance to authors for the improvement of English language and figures in 

manuscripts. 

SECTIONS IN MANUSCRIPTS 

Manuscripts submitted for research and review articles in the journal should be divided 

into the following sections:  

• Title  

• Title page  

• Structured Abstract  

• Graphical Abstract  

• Keywords  

• Text Organization  

• Conclusion  

• List of Abbreviations (if any)  

• Consent for Publication  

• Conflict of Interest  

• Acknowledgements  

• References  

• Appendices  

• Figures/Illustrations (if any)  

• Chemical Structures (if any)  

• Tables (if any)  

• Supportive/Supplementary Material (if any)  

Title 

The title of the article should be precise and brief and must not be more than 120 

characters. Authors should avoid the use of non-standard abbreviations. The first letter 

of each word should be in capital letters except for articles, conjunctions and 

prepositions. 

http://benthamscience.com/journal-files/template-files/acamc-template.doc
http://eureka-science.com/publishing.php
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Authors should also provide a short ‘running title’. Title, running title, byline, 

correspondent footnote and keywords should be written as presented in original 

manuscripts.  

Title Page 

Title page should include paper title, author(s) full name and affiliation, corresponding 

author(s) names complete affiliation/address, along with phone, fax and email.  

Structured Abstract 

The abstract of an article should be its clear, concise and accurate summary, having no 

more than 250 words, and including the explicit sub-headings (as in-line or run-in 

headings in bold). Use of abbreviations should be avoided and the references should not 

be cited in the abstract. Ideally, each abstract should include the following sub-

headings, but these may vary according to requirements of the article. 

• Background  

• Objective  

• Method  

• Results  

• Conclusion  

Graphical Abstract 

A graphic must be included with each manuscript for use in the Table of Contents 

(TOC). This must be submitted separately as an electronic file (preferred file types are 

EPS, PDF, TIFF, Microsoft Word, PowerPoint and CDX etc.). A graphical abstract, not 

exceeding 30 words along with the illustration, helps to summarize the contents of the 

manuscript in a concise pictorial form. It is meant as an aid for the rapid viewing of the 

journals' contents and to help capture the readers attention. The graphical abstract may 

feature a key structure, reaction, equation, etc. that the manuscript elucidates upon. It 

will be listed along with the manuscript title, authors names and affiliations in the 

contents page, typeset within an area of 5 cm by 17 cm, but it will not appear in the 

article PDF file or in print.  

Graphical Abstracts should be submitted as a separate file (must clearly mention 

graphical abstract within the file) online via Bentham's Content Management System by 

selecting the option supplementary material . 

Keywords 

6 to 8 keywords must be provided. 

Text Organization 

The main text should begin on a separate page and should be divided into title page, 

abstract and the main text. The text may be subdivided further according to the areas to 

be discussed, which should be followed by the List of Abbreviations (if any), Conflict 

of Interest, Acknowledgements and Reference sections. For review, the manuscript 

should be divided into title page, abstract and the main text. The text may be subdivided 

further according to the areas to be discussed, which should be followed by the 

Acknowledgements and Reference sections. For Research Articles the manuscript 

should begin with the title page and abstract followed by the main text, which must be 

structured into separate sections as Introduction, Material and Methods, Results, 
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Discussion, Conclusion, Conflict of Interest, Acknowledgements and References. 

The Review Article should mention any previous important recent and old reviews in 

the field and contain a comprehensive discussion starting with the general background 

of the field. It should then go on to discuss the salient features of recent developments. 

The authors should avoid presenting material which has already been published in a 

previous review. The authors are advised to present and discuss their observations in 

brief. The manuscript style must be uniform throughout the text and 10 pt Times New 

Roman fonts should be used. The full term for an abbreviation should precede its first 

appearance in the text unless it is a standard unit of measurement. The reference 

numbers should be given in square brackets in the text. Italics should be used for 

Binomial names of organisms (Genus and Species), for emphasis and for unfamiliar 

words or phrases. Non-assimilated words from Latin or other languages should also be 

italicized e.g. per se, et al., etc. 

SECTION HEADINGS  

Section headings should be numbered sequentially, left aligned and have the first letter 

capitalized, starting with the introduction. Sub-section headings however, should be in 

lower-case and italicized with their initials capitalized. They should be numbered as 1.1, 

1.2, etc. 

INTRODUCTION  

The Introduction section should include the background and aims of the research in a 

comprehensive manner. 

MATERIALS AND METHODS  

This section provides details of the methodology used along with information on any 

previous efforts with corresponding references. Any details for further modifications 

and research should be included. 

EXPERIMENTAL  

Repeated information should not be reported in the text of an article. A calculation 

section must include experimental data, facts and practical development from a 

theoretical perspective. 

RESULTS  

Results should be precise. 

DISCUSSION  

This should explore the significance of the results of the work, present a reproducible 

procedure and emphasis the importance of the article in the light of recent developments 

in the field. Extensive citations and discussion of published literature should be avoided. 

The Results and Discussion may be presented together under one heading of Results 

and Discussion . Alternatively, they may be presented under two separate sections ( 

Results section and Discussion Sections). Short sub- headings may be added in each 

section if required. 

CONCLUSION  

A small paragraph summarizing the contents of the article, presenting the final outcome 

of the research or proposing further study on the subject, may be given at the end of the 

article under the Conclusion section. 

Greek Symbols and Special Characters  
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Greek symbols and special characters often undergo formatting changes and get 

corrupted or lost during preparation of manuscript for publication. To ensure that all 

special characters used are embedded in the text, these special characters should be 

inserted as a symbol but should not be a result of any format styling (Symbol font face) 

otherwise they will be lost during conversion to PDF/XML. 

Authors are encouraged to consult reporting guidelines. These guidelines provide a set 

of recommendations comprising a list of items relevant to their specific research design. 

Chemical equations, chemical names, mathematical usage, unit of measurements, 

chemical and physical quantity & units must conform to SI and Chemical Abstracts or 

IUPAC. 

All kinds of measurements should be reported only in International System of Units 

(SI). 

Appendices  

In case there is a need to present lengthy, but essential methodological details, use 

appendices, which can be a part of the article. An appendix must not exceed three pages 

(Times New Roman, 10 point fonts, 900 max. words per page).The information should 

be provided in a condensed form, ruling out the need of full sentences. A single 

appendix should be titled APPENDIX, while more than one can be titled APPENDIX 

A, APPENDIX B, and so on. 

Supportive/Supplementary Material (if any)  

We do encourage to append supportive material, for example a PowerPoint file 

containing a talk about the study, a PowerPoint file containing additional screenshots, a 

Word, RTF, or PDF document showing the original instrument(s) used, a video, or the 

original data (SAS/SPSS files, Excel files, Access Db files etc.) provided it is inevitable 

or endorsed by the journal's Editor. 

Supportive/Supplementary material intended for publication must be numbered and 

referred to in the manuscript but should not be a part of the submitted paper. In-text 

citations as well as a section with the heading "Supportive/Supplementary Material" 

before the "References" section should be provided. Here, list all 

Supportive/Supplementary Material and include a brief caption line for each file 

describing its contents. 

Any additional files will be linked to the final published article in the form supplied by 

the author, but will not be displayed within the paper. They will be made available in 

exactly the same form as originally provided only on our Web site. Please also make 

sure that each additional file is a single table, figure or movie (please do not upload 

linked worksheets or PDF files larger than one sheet). Supportive/Supplementary 

material must be provided in a single zipped file not larger than 4 MB. 

Authors must clearly indicate if these files are not for publication but meant for the 

reviewers'/editors' perusal only. 

List of Abbreviations (if any)  
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